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TESIS DOCTORAL 
 
 
 
Caracterización de aislamientos de 
Fusarium graminearum  
y su relación con el deterioro  
de granos de trigo infectados 
Resumen 
La Fusariosis de la espiga de trigo o Fusarium Head Blight en trigo es una 
enfermedad severa a nivel mundial, en Argentina al menos 20 epidemias de 
variable intensidad se han registrado en los últimos 50 años. Fusarium 
graminearum sensu stricto es el principal agente etiológico de la enfermedad para 
esta región. Como resultado de la infección, los granos de trigo ven modificada 
tanto su composición química como sus propiedades físicas con la consiguiente 
alteración de características de calidad en los productos de panificación. Los daños 
ocasionados por la infección se agravan por la presencia de micotoxinas, las cuales 
son perjudiciales tanto para la salud humana como animal. La constitución física de 
los granos se relaciona con su textura y dureza, y su composición química, define el 
valor nutricional y las propiedades tecnológicas de las harinas. Los mercados son 
cada vez más exigentes y se interesan por el contenido de proteínas, aminoácidos, 
almidón, aceites, lípidos y demás componentes, y paulatinamente se reduce la 
tolerancia a sustancias contaminantes y/o micotoxinas.  
Dentro de los principales criterios para la determinación de la calidad de los 
granos se encuentran: el contenido y constitución de las proteínas, variables de 
rendimiento como ser la pérdida de peso en los granos por espiga y el peso de mil 
granos, y presencia de micotoxinas.  
 La calidad el gluten de las harinas de trigo depende de la constitución 
genética de la planta así como de diversos factores ambientales e interacciones con 
microorganismos. La variación alélica en las fracciones de gluteninas de alto peso 
molecular (HMW-GS) está directamente relacionada con las propiedades físicas de 
la masa elaborada a partir de estas harinas. La micotoxina deoxinivalenol (DON) es 
la que se relaciona en primer término con la enfermedad, por lo cual se la considera 
una toxina indicadora de infección. 
Esta Tesis Doctoral aporta conocimientos relacionados con la diversidad 
genética de la especie Fusarium graminearum y el daño producido en granos de 
trigo, en cuanto a cambios composicionales y presencia de toxinas, en relación a 
cambios de calidad. 
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CAPITULO I: 
Introducción 
2 
Introducción 
 
1 - Cultivo de trigo y zonas productoras argentinas 
 
El trigo (Triticum aestivum) es uno de los tres cultivos más extendidos en el 
mundo, junto al maíz y el arroz, y el más ampliamente consumido por el hombre en 
la civilización occidental desde la Antigüedad. El origen del actual trigo cultivado se 
encuentra en la región asiática comprendida entre los ríos Tigris y Eúfrates, en la 
zona mesopotámica. Desde Oriente Medio el cultivo del trigo se difundió hacia todo 
el mundo. Las colonizaciones anglosajona y española fueron las responsables de 
introducir el cultivo en América, donde se expandió por las grandes llanuras del 
norte (cuenca del Missisipi-Missouri, Grandes Llanos), del sur (Llanura Pampeana) 
y en Australia, en la llanura de sudoeste australiano (Evans and Peacock 1981). 
Actualmente, a nivel internacional, los principales países productores de este 
cultivo son China, Unión Europea, India, EEUU., Rusia, Europa Oriental, Canadá, 
Australia y Argentina, siendo los principales exportadores EEUU, Canadá, Unión 
Europea, Argentina y Australia. Argentina, aporta el 10% del volumen 
comercializado internacionalmente, lo que representa alrededor del 60% del total de 
su producción (FAO 2015). 
En nuestro país, la producción anual triguera se mantiene entre los 10 y 16 
millones de toneladas, exceptuando casos extraordinarios como la campaña 
2014/2015 donde las condiciones meteorológicas desfavorables produjeron una 
caída brusca a alrededor de los 8 millones de toneladas (Trigo Argentino 2013). 
La zona de cultivo comprende principalmente las provincias de Buenos Aires, 
Córdoba, Santa Fe, Entre Ríos y La Pampa. Esta vasta zona se divide en cinco 
regiones de cultivo, cada una con características climáticas diferenciadas 
(Programa Nacional de Calidad de Trigo 2004), las cuales se detallan a 
continuación: 
 
Subregión I: Esta región comprende el norte de la provincia de Santa Fe y 
parte de la provincia de Córdoba. De clima templado cálido, con una temperatura 
media anual de 18ºC y precipitaciones que disminuyen de este a oeste de 1000 a 
800 mm, con frecuentes sequías hasta inicios de primavera y excesos de 
3 
precipitaciones en los meses de octubre o noviembre, por lo que es frecuente la 
ocurrencia de defectos en la calidad del trigo. 
 
Subregión II (norte): Comprendida principalmente por el sur de la provincia de 
Santa Fe y el este de la provincia de Córdoba. El clima es templado húmedo, con 
una temperatura media anual que oscila entre los 10 y 16ºC, y las precipitaciones 
disminuyen de este a oeste de 950 a 700 mm. 
 
Subregión II (sur): Región comprendida en el norte y centro de la provincia de 
Buenos Aires, el clima es templado húmedo, con precipitaciones que disminuyen de 
noreste a sudoeste de 900 a 700 mm y temperaturas medias anuales entre 15ºC y 
17ºC con un mayor riesgo de heladas tardías que la subregión II norte.  
 
Subregión III: Esta región está comprendida por la provincia de Entre Ríos. 
Posee un clima templado cálido y húmedo, una temperatura media anual de 20ºC y 
precipitaciones anuales abundantes pero con mala distribución, presentando 
sequías invernales y a veces excesos en primavera. 
 
Subregión IV: Esta región comprendida en el sur este de la provincia de 
Buenos Aires, posee la media de producción más alta. El clima es templado a 
templado frío, con una temperatura media anual alrededor de 13-14ºC. Los 
inviernos suelen ser largos y fríos y los veranos frescos y húmedos. En la zona 
atlántica el riesgo de heladas tardías se ve reducido por la acción moderadora del 
mar, pero con más probabilidades de lluvias en la época de madurez fisiológica del 
grano.  
 
Subregión V (norte): Comprendido principalmente por la provincia de Córdoba 
y el norte de San Luis, el clima es continental semiárido con temperaturas 
invernales de 10 a 13ºC. Las precipitaciones disminuyen de 700 a 600 mm de este 
a oeste con distribución estacional, por lo que son habituales los inviernos secos. 
La presencia en la región de vientos desecantes (zonda) también es un factor que 
produce alteraciones en la producción. 
 
Subregión V (sur): Esta región se encuentra comprendida en la provincia de 
La Pampa y el sur de la provincia de San Luis. El clima es continental, con inviernos 
fríos y secos. Es la región m
precipitaciones que disminuyen hasta los 
otoño).  
 
 
Figura 1.1: Mapa de las regiones trigueras de Argentina
sombreado representa las zonas productoras
 
 
2 - Morfología del trigo
 
El trigo pertenece a la familia de las gramíneas o poáceas (
generalmente herbáceas perteneciente al orden 
La planta de trigo posee una altura 
raíz en cabellera), las cuales alcanzan en su mayoría una profundidad de 25 cm, y 
4 
ás fría y seca, con temperaturas medias
500 mm (concentradas 
. 
 
Poaceae
Poales de las monocotiledóneas. 
entre 0,7 a 1,2 m, con una raíz fasciculada (o 
 de 14ºC y 
en primavera y 
 
. El 
), plantas 
un único tallo principal con típicamente 2
se forman en cada nodo e incluyen una vaina de la hoja que envuelve el tallo y la 
hoja. Poseen aurículas pequeñas, que se envuelven alrededor del tallo en el punto 
donde se reúne la vaina con el limbo de la hoja. La inflorescencia de la
es la espiga, compuesta por un raquis (o tallo central de entrenudos cortos), sobre 
el cual van dispuestas de 20 a 30 espiguillas en forma alterna. Cada espiguilla 
presenta externamente dos brácteas denominadas glumas y contiene tres a cinco 
antecios dispuestos sobre una raquilla. Cada uno de los antecios se compone de 
una lemma o glumela inferior, de una pálea o glumela superior y de una flor. 
Normalmente uno a dos antecios son estériles, generándose un máximo de dos a 
tres flores fértiles en cada espiguilla. En algunos cultivares las lemmas se prolongan 
en forma de arista, originándose espigas barbadas.
es la cariópside o comúnmente llamado grano. Es un
de un único carpelo, unisemi
pericarpio se han fusionado, formando una piel protectora.
 
 
 
Figura 1.2: Esquema de una espiguilla de trigo.
 
5 
-3 macollos por planta. Las hojas de trigo 
 El fruto típico de las gramíneas 
 fruto simple, formado a partir 
nado, seco e indehiscente, en el cual el integumento y 
 
 
s gramíneas 
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3 - Estructura del grano de trigo 
 
El tamaño del grano de trigo es muy dependiente de la variedad del mismo, 
así como de su posición en la espiga, teniendo una longitud media de 8 mm y un 
peso medio de 35 mg. En la estructura superficial, el mismo posee una parte dorsal 
redondeada con un surco que atraviesa toda su parte ventral, penetrando casi 
hasta el centro del grano. En el extremo superior presenta un grupo de pelos o 
tricomas, denominado pincel o cepillo. Tanto el cepillo como el surco ventral 
constituyen un factor a tener en cuenta a la hora de la manipulación del grano, ya 
que en los mismos es habitual que se alojen microorganismos y esporas, con un 
potencial riesgo de contaminación en el almacenado (Dimitri 1978; Tarabiono 
1979). El grano de trigo puede separarse principalmente en tres fracciones: 
 
Salvado de trigo: Constituido por las capas más superficiales del grano, 
comprendido por el pericarpio, la cubierta de la semilla, la epidermis nucelar y la 
capa de aleurona. El pericarpio está constituido por las capas más superficiales del 
grano representando el 5% del mismo. Su estructura celular está integrada por 
células intermedias, células cruzadas y células tubulares, que presentan una 
disposición cruzada, que deja mucho espacio intercelular (Mabille et al. 2001). Esta 
disposición favorece su remoción durante la molienda. La cubierta de la semilla y 
epidermis nucelar constituyen las capas intermedias. La cubierta de la semilla está 
fuertemente unida a las células tubulares del pericarpio (Kugler y Godoy 1964; 
Mabille et al. 2001). La capa de aleurona, es la capa exterior del endosperma y 
habitualmente posee el espesor de una célula (Kugler y Godoy 1964), la cual se 
elimina durante la molienda como componente del salvado (Antoine et al. 2002; 
Dupont and Altembach 2003). Las células de la capa de aleurona poseen un núcleo 
grande y numerosos gránulos proteicos y tienen un papel fundamental en la 
germinación (Ritchie et al. 2000) siendo el integrante del salvado con mayor 
actividad enzimática (Shewry and Halford 2002). 
 
Germen de trigo: El germen de trigo representa alrededor del 3% del grano. 
Está constituido por el eje embrionario (predecesor de la raíz y el tallo) y el escutelo 
(tejido de almacenamiento). Esta fracción es relativamente rica en proteínas (25%), 
azúcares (18%, principalmente sacarosa y rafinosa) y cenizas (5%) y es la fracción 
con mayor concentración de lípidos
escutelo) (Kugler y Godoy
 
Endosperma: Esta fracción es la que constituye la harina y es la más 
abundante en el grano. Las células que la conforman 
almidón incluidos en una matriz proteica (
2003). La resistencia que ofrece a la mo
o blandos (Campbell et al.
fácilmente del salvado, produciendo mejores rendimientos
fácilmente a los contaminantes
almidón y las proteínas es mayor, 
 
 
Figura
 
 
4 - Composición del grano
 
El grano de trigo 
minerales, vitaminas y lípidos
 
Almidón: El almidón está constituido básicamente por polímeros de 
glucosa. Las cadenas poliméricas crecen radialmente dado que muchos grupos 
hidroxilos se atraen formando uniones 
de amilosa y amilopectina (Dupont 
7 
 (16% en el eje embrionario y 32% en el 
 1964). 
están repletas de gránulos de 
Hoseney 1991; Dupont 
lienda caracteriza a los granos como duros 
 2007). Si el endosperma es duro, se separa más 
 al permitir separar más 
. En estos granos, el entrelazamiento entre el 
lo que le da su resistencia a la molienda. 
 
 1.3: Estructura del grano de trigo 
 de trigo 
está compuesto principalmente por almidón, 
 (Matz 1999; Shewry and Halford 2002).
de hidrógeno entre las moléculas adyacentes 
and Altenbach 2003; Ao and 
and Altenbach 
 
proteínas, 
 
α-D-
Jane 2007). El 
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almidón se encuentra en forma de gránulos que se forman en amiloplastos (un 
gránulo por cada amiloplasto). Se pueden encontrar dos tipos de gránulos: los 
grandes, lenticulares y los pequeños esféricos (Ao and Jane 2007). 
 
Celulosa: En las plantas, la celulosa es el principal polisacárido estructural. Es 
un polímero formado por moléculas de D-glucosa unidas por enlaces β 1-4, 
resultando en una estructura lineal, que se asocia fuertemente en una 
macroestructura muy insoluble. Esta estructura le brinda resistencia a muchos 
microorganismos y enzimas (Philippe 2006). 
 
Lípidos: La composición lipídica del grano de trigo consta de un 70% de 
lípidos no polares, 20% de glicolípidos y 10% de fosfolípidos. La mayor proporción 
de los mismos se encuentra en el germen de trigo. Los presentes en el endosperma 
se dividen en almidonados y no almidonados, con diferente constitución: 9% lípidos 
no polares, 5% glicolípidos y 86% fosfolípidos para lípidos almidonados y 60% 
lípidos no polares, 25% glicolípidos y 15% fosfolípidos para lípidos no almidonados 
(Prabhasankar et al. 2000). 
 
Minerales y vitaminas: Los minerales más importantes del grano son calcio, 
fósforo, hierro, magnesio y potasio (Liu et al. 2006), los cuales varían según el 
cultivar y las condiciones ambientales (Zhao et al. 2009). Los mismos se 
encuentran principalmente en el pericarpio. Las vitaminas más importantes 
presentes en el grano de trigo son vitaminas del grupo B y vitamina E (Liyana-
Pathirana and Sahidi 2007). 
 
Proteínas: El principal componente proteico en el trigo es el gluten, que 
conforma las proteínas de reserva del endosperma de los granos. El mismo está 
constituido por las gliadinas y gluteninas (Gianibelli et al. 2001; Gras et al. 2001; 
Dupont and Altenbach 2003). El gluten forma una red viscoelástica en el proceso de 
panificación, razón por la cual estas proteínas son responsables de la plasticidad y 
elasticidad de la masa (Daniel and Triboi 2000; Larroque et al. 2000; Dupont and 
Altenbach 2003; Wieser 2007). 
Las proteínas del trigo se clasifican por su solubilidad de acuerdo a Osborne 
(1907) en cuatro fracciones, la cuales se detallan en la Tabla 1.1.  
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Tabla 1.1: Clasificación de las proteínas de trigo de acuerdo a su solubilidad. 
 
Fracción Solubilidad 
Albúminas Proteínas solubles en agua 
Globulinas Proteínas solubles en soluciones salinas diluidas 
Gliadinas Proteínas solubles en alcohol etílico al 70 % 
Gluteninas Proteínas solubles en ácidos o bases diluidas 
 
 
5 - Proteínas de trigo: gliadinas y gluteninas 
 
Las proteínas que conforman las gliadinas son polipéptidos monoméricos de 
aproximadamente 50 kD, mientras que las gluteninas consisten en grandes 
polipéptidos asociados por puentes disulfuro con pesos moleculares que varían 
entre 100.000 a millones de kD (Sapirstein and Fu 1998; Veraverbeke and Delcour 
2002; Arfvidsson et al. 2004).  
Las gliadinas, se clasifican en ω, α, β y γ de acuerdo con su movilidad en 
geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) (Hamauzu et 
al. 1974). Al ser hidratadas, estas proteínas desarrollan cualidades de adhesión, sin 
embargo tienen poca o nula resistencia a la extensión. Estas cualidades son 
responsables en la masa de la viscosidad y extensibilidad, facilitando la fluidez y 
expansión de la misma, contribuyendo a aumentar el volumen de la pieza del pan 
(Khatkar and Schofield 2002a, b; Faergestad et al. 2004; Belton 2005). 
Las gluteninas se pueden clasificar en subunidades de alto (HMW-GS) y bajo 
peso molecular (LMW-GS) (D´Ovidio and Masci 2004; Belton 2005). Su capacidad 
de entrecruzamiento contribuye a la textura y la reología de la masa, como a la 
calidad panadera de las harinas, dado que es responsable de la elasticidad y 
cohesividad de la masa (Payne et al. 1987; Shewry et al. 2001; Kamal et al. 2009). 
La relación entre estos dos grupos de proteínas y el tamaño de los polímeros 
de gluteninas, a su vez son factores que afectan las propiedades reológicas de la 
masa (MacRitchie et al. 1990; Singh and MacRitchie 2001; He et al. 2005; Kamal et 
al. 2009). 
 
Figura 1.4: Perfiles proteicos de distintos cultivares de trigo en SDS
Tomado de Lerner y Ponzio (2003).
 
 
6 - Variación alélica de las gluteninas de alto peso molecular
 
Los genes que codifican para las gluteninas de alto peso molecular
ubicados en tres locus distribuidos en el brazo más largo de los cromosomas A1, 
B1 y D1 (Figura 1.5), y entre todos conforman el grupo Glu
Cada locus tiene una variación alé
(Payne and Laurence 1983
 
Tabla 1.2: Variación alélica de los genes de gluteninas de alto peso molecular
 
Cromosoma 
A1 
B1 
D1 
 
 
La variación alélica de estas subunidades está muy relacionada con los 
parámetros de calidad, por lo que 
asocia la variante alélica con los resultados de 
sedimentación en SDS
modificación al score de Payne, debido a la pérdida de calidad panadera como 
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-1 (Payne et al.
lica diferente que se detalla en la 
; Sutton 1991).  
Alelos 
1, 2*, Nulo 
7, 20, 21, 22, 6+8, 7+8, 7+9, 13+16, 13+19, 
14+15, 17+18 
2+10, 2+11, 2+12, 3+12, 4+12, 5+10, 2.2+12
Payne et al. (1984, 1987) generaron un score qu
calidad de las 
 (Tabla 1.3). Rogers et al. (1989) desarrollaron una 
 
-PAGE. 
 están 
 1987). 
Tabla 1.2 
 
 
e 
pruebas de 
producto de la transgenia llamada “introgresión con centeno”
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Figura 1.5: Polimorfismo
HMW– en trigo pan.  
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ambiente existen factores tales como la disponibilidad de 
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7 - Clasificación de los cultivares argentinos 
 
En Argentina, los distintos cultivares de trigo se clasifican en tres grupos 
basándose en propiedades como el peso hectolítrico, proteína del grano, 
rendimiento en harina, cenizas, gluten húmedo, estabilidad farinográfica, volumen 
de pan y principalmente la fuerza panadera (W alveográfico) (Miranda 2001; 
Cuniberti 2003, 2004). El Grupo I (G1) incluye trigos para panificación industrial 
(340 < W < 600); el Grupo II (G2) trigos aptos para panificación tradicional (240 < W 
< 340), y el grupo III (G3) trigos que pueden ser usados en panificación directa (180 
< W < 240). Cada cultivar de trigo presenta valores dentro de un rango determinado 
de acuerdo a sus características, el cual puede resultar modificado de acuerdo a la 
localidad, año de campaña y a los efectos de la interacción genotipo – ambiente, 
por lo cual la clasificación debe actualizarse constantemente. 
 
 
8 - Fusariosis de la espiga de trigo 
 
La Fusariosis de la espiga de trigo (FET) es una enfermedad fúngica causada 
por especies del género Fusarium que afecta a los cereales de grano pequeño 
como el trigo alrededor del mundo (McMullen et al. 1997; Monds et al. 2005) La 
colonización se inicia principalmente con el ingreso de esporas del patógeno a 
través de las anteras expuestas durante la floración (Pritsch et al. 2000). Luego de 
la germinación, las hifas se desarrollan en las superficies exteriores de flores y 
glumas, permitiendo al hongo crecer hacia los estomas y otros sitios sensibles de la 
inflorescencia (Bushnell et al. 2003). Luego el hongo crece inter e intracelularmente 
en el ovario y brácteas, propagándose de una espiguilla a las demás a través del 
raquis. La propagación de las hifas durante las etapas posteriores de la infección, 
es acompañada por desintegración de los orgánulos de la célula huésped, 
degeneración del citoplasma y colapso de células del parénquima (Wanjiru et al. 
2002). El micelio bloquea el transporte de nutrientes, provocando una reducción en 
el número de granos por espiga, granos más pequeños, livianos y chuzos, 
reducción del rendimiento, peso hectolítrico, tenor proteico, poder germinativo y 
vigor de las semillas (Reis y Carmona 2002). Las regiones geográficas con alta 
humedad y temperatura, donde las lluvias frecuentes o rocíos coinciden con el 
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período de floración o el período temprano de llenado del grano de los cultivos, 
favorecen el desarrollo de esta enfermedad. 
Debido a la extensa área de cultivo en Argentina, las epidemias no cubren 
todas las zonas productoras. En las últimas décadas se registraron epidemias en 
diferentes regiones en los años 1963, 1976, 1978, 1985, 1993, 2001 y 2012 
llegando a provocar pérdidas de hasta el 50% del cultivo (Galich y Galich 1996, 
Moschini y Fortugno 1996; Malbrán et al. 2012; Alberione et al. 2016).  
 
9 - Agentes causales de la Fusariosis de la espiga de trigo 
 
La FET es causada por diferentes miembros del género Fusarium, grupo de 
hongos imperfectos, siendo el principal agente etiológico Fusarium graminearum 
(teleomorfo: Giberella zeae, perteneciente al Phyllum Ascomycota, orden 
Hypocreales, familia Hypocreaceae). En general, los miembros de este género son 
saprófitos y parásitos facultativos capaces de colonizar tejidos vivos en cualquier 
etapa durante el ciclo de vida del hospedante y establecerse en tejidos senescentes 
o residuos de cultivos. La mayoría de las especies de Giberella son heterotálicas, 
de modo que requieren de la unión de dos talos compatibles para que se lleve a 
cabo la reproducción sexual (Ulloa and Hanlin 2006). Fusarium spp. se encuentra 
en diversos ambientes alrededor del mundo, pudiendo ser aislados de suelo, 
granos, frutos, residuos de cosecha, entre otros (Summerell et al. 2010). Las 
especies de Fusarium presentan diferentes condiciones óptimas de crecimiento e 
infección, por lo tanto, las especies dominantes presentes en un cereal pueden 
diferir entre estaciones y entre regiones. Sin embargo, las especies predominantes 
en todo el mundo son: F. graminearum, F. culmorum, F. avenaceum y F. poae (Reis 
y Carmona 2002). F. graminearum es la especie más extendida en todo el mundo, 
siendo predominante en regiones cálidas y húmedas, mientras que F. culmorum y 
F. avenaceum son comunes en Europa y F. poae es frecuente tanto en Europa 
como en América. 
Las especies de Fusarium se identifican morfológicamente de acuerdo a 
características de las colonias, como pigmentación, tipo de micelio y esporas, entre 
otras. Los medios utilizados para la identificación morfológica son agar hoja de 
clavel (CLA) –debido a que favorece el desarrollo de conidios, clamidosporas, 
peritecios y otras estructuras morfológicas– y agar papa glucosado (PGA) –para 
observar características de las colonias– (Leslie and Summerell 2006). La 
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identificación molecular de la especie ha conllevado a su subdivisión en nuevas 
especies, denominadas complejo de especies F. graminearum (O’Donnell et al. 
2004). 
 
10 - Complejo de especies Fusarium graminearum 
 
La especie Fusarium graminearum fue dividida en 2004 en un complejo de 
especies, conocido como FGSC (Fusarium graminearum species complex), que 
comprende hasta la fecha 16 especies filogenéticas: F. graminearum sensu stricto, 
F. austroamericanum, F. meridionale, F. boothii, F. mesoamericanum, F. acaciae-
mearnsii, F. asiaticum, F. cortaderiae, F. brasilicum, F. vorosii, F. gerlachii, F. 
aethiopicum, F. ussurianum, F. louisianense, F. empálense y F. spp. (sin nombre 
asignado) (O’Donnell et al. 2004, 2008; Yli-Mattila et al. 2009; Sarver et al. 2011; 
Aoki et al. 2012). 
Se han realizado intensas comparaciones morfológicas de una colección 
mundial del complejo FGSC, pero sólo seis especies y tres grupos de especies 
fueron resueltos dentro del complejo F. graminearum, lo cual refleja su similar 
morfología y el solapamiento de las características de los conidios (Aoki et al. 
2012). Por dicho motivo, la diferenciación de especies del complejo de F. 
graminearum radica fundamentalmente en el empleo de métodos moleculares, 
como la amplificación de regiones conservadas y posterior secuenciación, y el 
empleo de primers específicos de especie como el Fg16N, que reconocen a F. 
graminearum sensu lato, y Fg16, que generan bandas de diferentes peso molecular 
para los distintos miembros del FGSC dentro de los cuales se encuentra F. 
graminearum sensu stricto (Nicholson et al. 1998). 
 
11 - Variabilidad genética de Fusarium graminearum 
 
Poblaciones de F. graminearum han sido examinadas alrededor del mundo 
mostrando una gran variabilidad genética (Gilbert et al. 2001; Carter et al. 2002; 
Tóth et al. 2005; Akinsanmi et al. 2008). Los marcadores moleculares han 
demostrado ser de utilidad para abordar estudios polifásicos, tales como la 
asociación de genotipos con patogenicidad, toxicidad, ecología, etc. Varias técnicas 
moleculares se han utilizado para proporcionar información sobre su estructura 
poblacional, tales como RFLP (restriction fragment length polymorphism), RAPD 
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(random amplification of polymorphic DNA), ISSR (inter-simple sequence repeat) y 
AFLP (amplified fragment length polymorphism) (Leslie et al. 2007). 
El análisis basado en marcadores moleculares ISSR resulta ser una técnica 
fiable en estudios de genética de población en diversos eucariotas, incluidos los 
hongos (Mishra et al. 2003). Dicha técnica consiste en la amplificación de 
secuencias de ADN repetidas entre microsatélites o SSR (simple sequence repeat) 
a través del anclaje o no de los primers homólogos SSR. Los microsatélites son 
repeticiones en tándem compuestas de uno a seis nucleótidos, los cuales son 
ubicuos, abundantes y altamente polimórficos en la mayoría de los genomas 
eucariotas. Las secuencias de ADN que flanquean los microsatélites son 
conservadas y utilizadas para diseñar primers específicos para PCR, lo cual 
amplifica el locus del microsatélite y permite la detección de diferentes alelos de un 
locus. Los ISSR no requieren de un previo conocimiento de secuencia y generan 
patrones reproducibles. En principio, este tipo de marcadores genera más 
información sobre polimorfismos que otras técnicas moleculares como RAPD, ya 
que son marcadores codominantes y aparecen distribuidos en todo el genoma. 
 
12 - Agresividad: componentes y evaluación 
 
Los términos patogenicidad y agresividad suelen ser usados de manera 
indistinta, pero representan diferentes conceptos. De acuerdo con Schafer (1994) la 
patogenicidad es la capacidad de un patógeno de causar una enfermedad, una 
medida cualitativa, mientras que la agresividad es una medida cuantitativa de la 
misma (Vanderplank 1984; Shaner et al. 1992).  
La agresividad se compone de distintos rasgos cuantitativos del ciclo de vida 
del patógeno, como la eficiencia de infección, velocidad de esporulación, tiempo de 
letargo, tamaño de lesión, entre otros. Su estimación, se realiza principalmente de 
acuerdo a la severidad de la enfermedad, medida como el porcentaje de espiguillas 
enfermas en una espiga. A su vez, esta variable puede relacionarse con la 
eficiencia de infección y el tamaño de la lesión (Pariaud et al. 2009). A nivel 
agronómico, otras variables como el porcentaje de granos dañados por espiga, o 
índices calculados a través de estas variables también son estimativos de la 
agresividad de la enfermedad (Alberione et al. 2016).  
Fusarium posee diferentes mecanismos para producir la infección que pueden 
influir en los niveles de agresividad, como la liberación de enzimas extracelulares 
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que degradan los componentes de la pared celular, entre ellas las celulasas, 
xilanasas y pectinasas. La liberación de este tipo de enzimas en los estadios 
tempranos de la enfermedad permiten el establecimiento y propagación de la 
enfermedad (Mesterhazy et al.1999; Kang and Buchenauer 2000; Wanjiru et al. 
2002; Kang et al. 2005; Kikot et al. 2009). Junto a este grupo de enzimas, se 
producen las proteasas que degradan, en una fase inicial de la infección, las 
proteínas de la pared celular y posteriormente, las proteínas de reserva del grano 
(Nightingale et al. 1999; Barneix 2007; Brzozowski et al. 2008). Debe considerarse, 
que las condiciones fisiológicas tanto del patógeno como de la planta huésped son 
factores determinantes en el progreso y agresividad de una enfermedad (Pariaud et 
al. 2009). Por otro lado, Cumagun y Miedaner (2004) estimaron que la interacción 
del aislamiento con el ambiente representa un tercio de la variación en la 
agresividad. Las lluvias frecuentes, alta humedad y presencia de rocío durante los 
períodos de floración favorecen la infección y su desarrollo (Moschini et al. 2001). El 
efecto de la temperatura también fue ampliamente estudiado, ya que los patógenos 
poseen una temperatura óptima de esporulación, germinación y desarrollo de 
lesiones (Andersen 1948; Bai and Shaner 2004).  
En condiciones óptimas para el desarrollo de la enfermedad la respuesta de 
agresividad del patógeno suele ser elevada y homogénea, por lo cual la variabilidad 
en la agresividad entre aislamientos se puede analizar más fácilmente en 
condiciones sub-óptimas (Pariaud et al. 2009). Reportes en otras enfermedades 
han demostrado diferencias en agresividad en aislamientos que incluso presentan 
pocas diferencias genéticas ante un marcado neutro (Carlisle et al. 2002; Mundt et 
al. 2002; Milus et al. 2006). Se ha reportado alrededor del mundo una amplia 
variabilidad genética no sólo entre diferentes especies del FGSC, sino también 
entre aislamientos de la misma especie (Carter et al. 2002; Gale et al. 2003; Zeller 
et al. 2003; Suga et al. 2008). Comparado con la genética de la resistencia a la 
enfermedad, la base genética de la agresividad así como su variabilidad está muy 
poco estudiada, aunque algunos trabajos indican que la misma es poligénica (Caten 
et al. 1984; Hawthorne et al. 1994). Cumagun et al. (2004) detectaron por lo menos 
dos QTL (locus de rasgos cuantitativos) para la agresividad. 
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13 - Micotoxinas 
 
Las micotoxinas son metabolitos secundarios perjudiciales para la salud tanto 
animal como humana, las cuales toman relevancia dado las frecuentes epidemias 
producidas por Fusarium spp sobre los cereales. Las principales micotoxinas 
producidas por miembros del género Fusarium son tricotecenos, sesquiterpenos 
tricíclicos que contienen un doble enlace entre los carbonos 9 y 10 y un anillo 
12,13-epóxido. Los tricotecenos se pueden dividir en miembros del grupo A, (no 
tienen un grupo carbonilo en la posición del C-8), al que pertenecen el 
diacetoxiscirpenol (DAS) y la toxina T-2, y los miembros del grupo B, (que tienen un 
grupo carbonilo en el C-8), al que pertenecen el nivalenol (NIV) y deoxinivalenol 
(DON) y sus derivados acetilados 4-acetilnivalenol (4-ANIV), 3-acetildeoxinivalenol 
(3-ADON) y 15-acetildeoxinivalenol (15-ADON). Las especies del complejo F. 
graminearum tienen el potencial de producir tres diferentes quimiotipos: 15-ADON 
(con producción de DON y 15-ADON), 3-ADON (con producción de DON y 3-
ADON), y NIV (Desjardins 2006). 
Los tricotecenos se unen a los ribosomas eucarióticos inhibiendo la síntesis 
de proteínas al mismo tiempo que producen estrés oxidativo debido a la generación 
de radicales libres (Norred et al. 1996). Los síntomas más comunes en humanos y 
animales incluyen lesiones en la mucosa del tracto gastrointestinal, resultando en 
hemorragias y toxicidades hematológicas, vómitos y rechazo del alimento, y en 
casos crónicos anorexia, reducción de la ganancia de peso, cambios 
neuroendocrinos y daños inmunológicos (Larsen et al. 2004; Pestka and Smolinski 
2005; Pestka 2007). Además, los tricotecenos tienen varios efectos fitotóxicos en 
una amplia variedad de plantas, tejidos de plantas y líneas celulares, provocando 
marchitez, clorosis, necrosis, entre otros (Desjardins 2006). Las micotoxinas son 
estables luego de procesos de elaboración de alimentos y bebidas y, por lo tanto, 
es posible encontrarlas también en los productos procesados (Lauren and Smith 
2001).  
El DON es la principal micotoxina regulada por la legislación internacional 
para la comercialización de granos de trigo y derivados, habiéndose establecido 
límites máximos para cada tipo de alimento. Actualmente, en Argentina no existe 
una regulación nacional de los niveles máximos permitidos para esta micotoxina 
para consumo interno, sin embargo, la industria triguera de exportación se rige por 
18 
los límites establecidos por la Unión Europea, que determinaron el contenido 
máximo de DON en 2 µg/g para granos enteros (FAO 2003).  
 
14 - Distribución geográfica de las especies del complejo Fusarium 
graminearum y quimiotipos  
 
Mientras que algunas especies del complejo FGSC comprenden sólo un 
quimiotipo, como F. meridionale, otras pueden contener dos o más quimiotipos 
diferentes dependiendo del origen geográfico de la población. Por otra parte, pese a 
que las especies del complejo FGSC presentan diferente origen geográfico y su 
distribución varía alrededor del mundo, ciertas especies se encuentran relacionadas 
con determinados hospedantes, por ejemplo, F. asiaticum en arroz, F. boothii y F. 
meridionale en maíz y F. graminearum s.s. en trigo, cebada y maíz (van der Lee et 
al. 2015).  
Diversas investigaciones alrededor del mundo tratan acerca de la ocurrencia 
de este complejo y sus micotoxinas. En Europa, F. culmorum fue considerado el 
principal causante de FET en Holanda antes del año 2000, donde empezó a ser 
reemplazado por F. graminearum s.s. (Waalwijk et al. 2003). De igual manera F. 
graminearum s.s. era escasamente reportado en trigo y cebada en Dinamarca 
siendo cada vez más común en los últimos años (Nielsen et al. 2011; 2012). F. 
culmorum también fue reemplazado por F. graminearum s.s. como dominante en 
Luxemburgo (Beyer et al. 2014). Este miembro del complejo también se ha ubicado 
como el más abundante en Francia (Waalwijk et al. 2008), Alemania (Talas et al. 
2011), Inglaterra (Jennings et al. 2004) e Italia (Prodi et al. 2009, 2011). El 
quimiotipo dominante hallado entre estos aislamientos fue el 15-ADON (Prodi et al. 
2009, 2011; Boutigny et al. 2014; Somma et al. 2014). En el norte de Rusia y 
Finlandia, el quimiotipo dominante entre aislamientos de F. graminearum s.s. fue 3-
ADON (Yli-Mattila et al. 2009) mientras que en el sur de Rusia fue 15-ADON (Davari 
et al. 2013). Por otro lado, las especies predominantes encontradas en Japón son 
F. graminearum s.s. en el norte, F. asiaticum en el sur, con una aparente co-
ocurrencia en la zona central, siendo los quimiotipos encontrados 3-ADON y 15-
ADON para F. graminearum s.s. y NIV para F. asiaticum (Yoshizawa and Jin 1995; 
Suga et al. 2008; van der Lee et al. 2015). En Norteamérica, la especie 
predominante es F. graminearum s.s. y se ha observado un reemplazo de los 
aislamientos con quimiotipo 15-ADON por los 3-ADON, sin embargo, también se ha 
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reportado la presencia de F. asiaticum con genotipo de NIV (van der Lee et al. 
2015). Dentro de Sudamérica, el principal miembro del complejo FGSC hallado en 
el sur de Brasil es F. graminearum s.s. con quimiotipo 15-ADON (Scoz et al. 2009; 
Astolfi et al. 2011) y poca presencia de NIV (Scoz et al. 2009; Sampietro et al. 2010, 
2011; Umpiérrez-Failache et al. 2013). En Argentina, el quimiotipo 15-ADON 
también es el más representativo (Reynoso et al. 2011; Castañares et al. 2014; 
Malbrán et al. 2014) aunque también fue hallado el quimiotipo 3-ADON (Alvarez et 
al. 2009). 
 
15 - Control integrado de la enfermedad 
 
La complejidad de la FET y su amenaza multifacética, imponen el uso de 
múltiples e integradas estrategias de manejo de la enfermedad. Bai y Shaner (2004) 
consideran que la utilización de cultivares de trigo resistentes es crucial para reducir 
daños de la FET, en un enfoque integrado. 
Se conocen actualmente 5 mecanismos de resistencia a la enfermedad: tipo I 
es la resistencia a la penetración del patógeno y el inicio de la enfermedad; tipo II 
es la resistencia a la propagación del patógeno en la planta una vez establecida la 
enfermedad; tipo III es la resistencia a la infección de los granos; tipo IV es la 
tolerancia por la que los rendimientos se mantienen a pesar de la presencia de 
enfermedad; y tipo V es la habilidad de la planta de degradar e inhibir las toxinas 
producidas por el hongo (Mesterhazy 1995). En la actualidad no están disponibles 
cultivares de trigo altamente resistentes a la enfermedad o tolerantes a las 
micotoxinas (Goswami and Kistler 2004), siendo el cultivar de origen chino Sumai 3 
y sus derivados los que proveen actualmente el máximo grado de resistencia a la 
propagación de la enfermedad. Este hecho se fundamenta en la complejidad de la 
herencia de la resistencia, la pobre aptitud agronómica y la baja calidad de las 
principales fuentes de resistencia (Galich, 2004). 
La imposibilidad de un control adecuado de la FET por medio de la rotación 
de cultivos (control cultural) se fundamenta en la marcada ubicuidad de las 
especies del género Fusarium, su amplia gama de hospedantes y la alta 
diseminación anemófila de las esporas, que pueden ser transportadas desde 
fuentes distantes (Reis y Carmona 2002; Saharan et al. 2004). Schaafsma et al. 
(2001) en Ontario (Canadá) encontraron que sólo el 27% de la variación del 
contenido de la micotoxina DON ligada a Fusarium spp. se asoció a los cultivares, 
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no habiendo detectado efectos por sistemas de labranza y tipo de fertilización 
nitrogenada (observaciones de 3 años en condiciones naturales de campo). En 
Argentina, Lori et al. (2009) concluyeron que las condiciones meteorológicas 
imperantes en 3 años sucesivos de ensayos de trigo fueron cruciales para explicar 
las variaciones en los niveles observados de la FET, comparado con el efecto de 
sistemas de labranza y otras prácticas agronómicas.  
En relación al control químico, Bai y Shaner (2004) sostienen que los 
fungicidas pueden ser útiles cuando las condiciones meteorológicas, u otras 
asociadas a prácticas de cultivo, son particularmente favorables para el desarrollo 
epidémico. Los fungicidas aplicados en antesis pueden ayudar a prevenir pérdidas 
económicas pero su eficacia depende del momento de aplicación y tecnología para 
lograr una buena cobertura de la espiga (Del Ponte et al. 2004). Las infecciones 
establecidas no pueden ser revertidas con los fungicidas actuales (principalmente 
bencimidazoles y triazoles o sus mezclas), razón por la cual, las aplicaciones deben 
realizarse en forma preventiva (antes que ocurran) o semi-preventivas (máximo 2 a 
3 días posteriores al evento infectivo). En este último caso pueden darse 
limitaciones de “piso” para que opere una máquina aplicadora terrestre, 
normalmente más eficiente que los tratamientos con aviones (Annone 2003). 
 
16 - Hipótesis 
 
Los aislamientos de Fusarium graminearum producen diferencial daño sobre 
los granos de trigo dependiendo de su agresividad, alterando el rendimiento y la 
calidad de los mismos, en relación con la variabilidad en la interacción planta- 
patógeno. 
 
17 - Objetivo general 
 
Aportar conocimientos relacionados con el daño producido por Fusarium 
graminearum en granos de trigo y cambios en la composición proteica y toxicidad en 
sus respectivas harinas, en relación a cambios de calidad. 
 
 
 
 
21 
18 - Objetivos específicos 
 
Caracterizar e identificar especies de Fusarium y determinar la diversidad 
genética intraespecífica de aislamientos de F. graminearum obtenidos a partir de 
granos de trigo provenientes de diversas localidades de la región pampeana a 
través de métodos convencionales y moleculares. 
Evaluar variables de agresividad, rendimiento, y contenido de deoxinivalenol 
en cultivares de trigo infectados a campo bajo condiciones ambientales controladas. 
Evaluar cambios composicionales de las fracciones proteicas en granos de 
trigo en relación con el grado de infección. 
Evaluar la implicancia de la infección sobre parámetros proteicos relacionados 
con la calidad en trigo.  
Analizar la respuesta de las variables evaluadas en la interacción planta-
patógeno mediante el empleo del análisis de los componentes principales.  
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CAPITULO II: 
Caracterización de Aislamientos  
de Fusarium graminearum 
 Caracterización de 
de Fusarium graminearum
 
Dentro del complejo de especies de 
sensu stricto (s.s) es la especie que prevalece 
mundo afectadas por FET, lo 
variabilidad del medio ambiente. 
investigaciones acerca de
entre aislamientos de este patógeno, estos estudios abarcan en general área
cultivo distantes geográficamente entre sí, siendo escasos los antecedentes dentro 
de una población pequeña o puntal. 
Una técnica fiable en estudios de genética es el análisis basado en 
marcadores moleculares ISSR
consiste en la amplificación de secuencias de ADN repetidas entre microsatélites o 
SSR (simple sequence 
SSR. Los microsatélites son repeticiones en tándem compuestas de uno a seis 
nucleótidos, los cuales son ubicuos, abundantes y altamente polimórficos en la 
mayoría de los genomas eucariotas. 
conocimiento de secuencia y generan patrones reproducibles
La importancia del análisis de la variabilidad genética en relación a la 
producción de la toxina deoxinivalenol 
micotoxina monitoreada y cuantificada de acuerdo a las legislaciones comerciales 
internacionales, debido a sus efectos altamente perjudiciales sobre la salud tanto 
animal como humana.  
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Aislamientos 
Fusarium graminearum, 
en la mayoría de las regiones del 
cual sugiere que presenta buena adaptación a la 
Si bien, se han realizado 
 la variabilidad genética y/o producción de micotoxinas 
 
 (inter simple sequence repeat). 
repeat) a través del anclaje o no de los primers homólogos 
Los ISSR no requieren de un previo 
.  
in vitro se fundamenta en que es la principal 
 
  
F. graminearum 
numerosas 
s de 
Dicha técnica 
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MATERIALES Y METODOS 
 
1 - Material biológico 
 
Durante las campañas trigueras de los años 2009, 2010 y 2011 se 
recolectaron cien muestras de trigo provenientes de diversas localidades 
productoras argentinas (Figura 2.1). Las muestras fueron provistas por el INTA- 
Marcos Juárez (32° 42′ S; 62° 06′ O) pertenecientes al programa de mejoramiento 
de trigo.  
Las muestras provinieron de cultivos realizados en una cama de siembra 
sobre suelo Arguidol con motocultivador habiéndose incorporado fertilizante 
nitrogenado (50 kg de urea/ha). Se hizo control preventivo aplicando insecticida 
clorpirifós en dosis de 500 mL/ha y se realizó desmalezado manual. Se siguieron 
las prácticas de rutina de la estación experimental del INTA. La cosecha se realizó 
ya sea a partir de cosechadoras automáticas, lo que se denomina cosecha a granel, 
o en forma manual, lo que permitió la evaluación de la espiga entera. En la Tabla 
1.1 se enumeran las muestras utilizadas y sus características.  
 
 
 Figura 2.1: Ubicación de las zonas de muestreo: 1
13′ 53″ O); 2- Marcos Juárez (32° 42
62° 21′ 00″ O); 4- Corral de Bustos (33° 1
29′ 00″ S; 62° 21′ 00″ O); 6
(31° 44′ 40″ S; 60° 31′ 03″ O); 8
Corrientes (27° 29′ 00″ S; 58° 49′ 00″ O); 10
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- Villa María (32° 24
′ S; 62° 06′ O); 3- Monte Buey (32° 25
7′ 00″ S; 62° 12′ 00″ O); 5-
- Los Molinos (33° 07′ 00″ S; 61° 20′ 01″ O); 7
- Mercedes (29° 12′ 00″ S; 58° 05′ 00″ O); 9
- Balcarce (37° 49′ 00″ S; 58° 15′ 00″ O)
 
′ 37″ S; 63° 
′ 00″ S; 
 Cavanagh (33° 
- Paraná 
- 
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Tabla 2.1: Variedades de trigo utilizadas en este estudio. 
 
Variedad de trigo Localidad Tipo de Cosecha Año 
sin identificar Corral de Bustos Espiguilla 2009 
Bio INTA 3004 Los Molinos Espiguilla 2009 
Bio INTA 3006 Los Molinos Espiguilla 2009 
Klein PANTERA Los Molinos Espiguilla 2009 
SUPER SERI con Lr 37 Marcos Juárez Espiguilla 2009 
sin identificar Mercedes Espiguilla 2009 
Klein TIGRE cc Mercedes A granel 2009 
Bio INTA 1001cc Mercedes A granel 2009 
Bio INTA 1005cc Mercedes A granel 2009 
N Baguette Premium 13cc Mercedes A granel 2009 
ACA 903 B Mercedes A granel 2009 
Klein LEON cc Mercedes A granel 2009 
DM ATLAX cc Mercedes A granel 2009 
ACA 901cc Mercedes A granel 2009 
Buck 75 ANIVERSARIO cc Mercedes A granel 2009 
Klein TAURO cc Mercedes A granel 2009 
Buck AGP FAST cc Mercedes A granel 2009 
Buck PUELCHE cc Mercedes A granel 2009 
DM ONIX cc Mercedes A granel 2009 
Bio INTA 1006 cc Mercedes A granel 2009 
Klein ZORRO cc Mercedes A granel 2009 
SURSEM LE 2294 cc Mercedes A granel 2009 
DM CRONOX cc Mercedes A granel 2009 
Klein CHAJA cc Mercedes A granel 2009 
Klein NUTRIA cc Mercedes A granel 2009 
Buck HUANCHEN cl Mercedes A granel 2009 
Klein CASTOR cc Mercedes A granel 2009 
Bio INTA 1002 Cavanagh Espiguilla 2010 
Bio INTA 1005 Cavanagh Espiguilla 2010 
Bio INTA 1006 Cavanagh Espiguilla 2010 
Bio INTA 3005 Cavanagh Espiguilla 2010 
B. METEORO Cavanagh Espiguilla 2010 
K. TAURO Cavanagh Espiguilla 2010 
SRM NOGAL Cavanagh Espiguilla 2010 
J 1061 Marcos Juárez Espiguilla 2010 
J 10022 Marcos Juárez Espiguilla 2010 
J 10031 Marcos Juárez Espiguilla 2010 
Sy 100 Marcos Juárez Espiguilla 2010 
J 10035 Marcos Juárez Espiguilla 2010 
J 081002 Marcos Juárez Espiguilla 2010 
J 081014 Marcos Juárez Espiguilla 2010 
Sy 300 Marcos Juárez Espiguilla 2010 
J 10405 Marcos Juárez Espiguilla 2010 
J 10409 Marcos Juárez Espiguilla 2010 
J 10431 Marcos Juárez Espiguilla 2010 
J 10433 Marcos Juárez Espiguilla 2010 
J 10445 Marcos Juárez Espiguilla 2010 
J 10448 Marcos Juárez Espiguilla 2010 
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J 10451 Marcos Juárez Espiguilla 2010 
J 10452 Marcos Juárez Espiguilla 2010 
J 10454 Marcos Juárez Espiguilla 2010 
J 10456 Marcos Juárez Espiguilla 2010 
J 10456 Marcos Juárez Espiguilla 2010 
J 10460 Marcos Juárez Espiguilla 2010 
J 10462 Marcos Juárez Espiguilla 2010 
Bio INTA 1005 Marcos Juárez Espiguilla 2010 
Bio INTA 1005 Paraná Espiguilla 2010 
Bio INTA 3004 Villa María Espiguilla 2010 
K. GUERRERO Villa María Espiguilla 2010 
Vivero de VERANO 2011 Balcarce Espiguilla 2011 
ACA 906 Cavanagh Espiguilla 2011 
Bio INTA 1002 Cavanagh Espiguilla 2011 
Bio INTA 1005 Cavanagh Espiguilla 2011 
Bio INTA 1006 Cavanagh Espiguilla 2011 
Bio INTA 2004 Cavanagh Espiguilla 2011 
Bio INTA 3005 Cavanagh Espiguilla 2011 
JN 8019 Cavanagh Espiguilla 2011 
K LEON Cavanagh Espiguilla 2011 
N Baguette 9 Cavanagh Espiguilla 2011 
Nogal 100 Cavanagh Espiguilla 2011 
ACA 903 Corral de Bustos Espiguilla 2011 
ACA 903 Corral de Bustos Espiguilla 2011 
Bio INTA 1002 Corral de Bustos Espiguilla 2011 
Bio INTA 1004 Corral de Bustos Espiguilla 2011 
Bio INTA 1005 Corral de Bustos Espiguilla 2011 
Bio INTA 3005 Corral de Bustos Espiguilla 2011 
JN 8019 Corral de Bustos Espiguilla 2011 
K LEON Corral de Bustos Espiguilla 2011 
N Baguette 9 Corral de Bustos Espiguilla 2011 
Nogal 100 Corral de Bustos Espiguilla 2011 
Ensayo ITACABO Corrientes Espiguilla 2011 
Ensayo RED Corrientes Espiguilla 2011 
Ensayo RED - ACA 315 Marcos Juárez Espiguilla 2011 
Ensayo RED - Bio INTA 1002 Marcos Juárez Espiguilla 2011 
Ensayo RED - Bio INTA 2004 Marcos Juárez Espiguilla 2011 
Ensayo RED - Bio INTA 2006 Marcos Juárez Espiguilla 2011 
Ensayo RED - Bio INTA 3005 Marcos Juárez Espiguilla 2011 
Ensayo RED - K PANTERA Marcos Juárez Espiguilla 2011 
Ensayo RED – LENOX Marcos Juárez Espiguilla 2011 
Bio INTA 1002 Monte Buey Espiguilla 2011 
Bio INTA 1005 Monte Buey Espiguilla 2011 
Bio INTA 1006 Monte Buey Espiguilla 2011 
Bio INTA 3005 Monte Buey Espiguilla 2011 
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2 - Obtención de aislamientos 
 
Para la obtención de los aislamientos de F. graminearum, se tomaron de cada 
variedad de trigo 60 granos al azar y se los desinfectó superficialmente 
sumergiéndolos en una solución de hipoclorito de sodio al 10% v/v durante 5 min. 
Luego, se lavaron utilizando agua destilada estéril y se traspasaron a cajas de Petri 
de 10 cm de diámetro que contenían un disco de papel Whatman Nº 2 humedecido 
en agua destilada estéril. Se colocaron 12 granos por caja, y se incubó en 
oscuridad a 28ºC durante 7 d. Trascurrido el tiempo de incubación, los granos que 
presentaron crecimiento fúngico con características macroscópicas de la especie se 
traspasaron a placas de Petri con medio agar papa dextrosa (PDA Oxoid Ltd., 
Cheshire, Inglaterra) y se incubaron nuevamente bajo las mismas condiciones. 
 
 
3 - Aislamientos monospóricos  
 
A partir de los cultivos en PDA con características macro y microscópicas 
semejantes a F. graminearum, se realizaron cortes de 1 cm de diámetro con una 
punta de pipeta para inocular placas de Petri con medio agar sintético nutritivo 
(SNA). Las mismas fueron incubadas durante 15 d a temperatura ambiente con 
ciclos de luz blanca/UV de 12 h. Utilizando un asa en anillo se levantaron 
suavemente los conidios y se los traspasó a un Eppendorf de 1,5 mL con 1 mL de 
agua destilada estéril. Se verificó la presencia de conidios en suspensión utilizando 
un microscopio óptico de contraste de fases (Carl Zeiss, Oberkochen, Alemania) 
con un aumento de 500X. Con el asa, se tomó una alícuota de la suspensión y se 
realizaron estrías en una placa de Petri de 10 cm de diámetro con medio agar agua 
(WA). Las placas se incubaron en oscuridad a 28ºC por 24 h. Se observaron los 
cultivos con una lupa binocular (Leica L2, Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, 
Alemania) para identificar un conidio germinado, y transferirlo con un bisturí a una 
placa de Petri con medio PDA. Las placas fueron incubadas en oscuridad a 28ºC 
durante 7 d. 
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4 - Identificación morfológica de especie 
 
Los aislamientos monospóricos obtenidos se caracterizaron de acuerdo con 
su tasa de crecimiento, pigmentación y aspecto del micelio aéreo a partir de cultivos 
en medio PDA. A partir de cultivos en placas con medio agar hoja de clavel (CLA), 
se observó la presencia y morfología de macroconidios, y la producción de 
peritecios utilizando un microscopio óptico de contraste de fases con un aumento 
total de 500X. Los aislamientos pertenecientes a la especie Fusarium graminearum 
fueron identificados de acuerdo a las claves taxonómicas de Gerlach y Nirenberg 
(1982), Burgess et al. (1994) y Leslie y Summerell (2006). 
 
 
5 - Identificación molecular de especie y potencial toxicogénico 
 
5.1 - Condiciones de cultivo  
 
A partir de un cultivo en placa con medio PDA, se realizaron cortes desde los 
márgenes con la base de una punta estéril de una pipeta automática (1 cm de 
diámetro), para inocular Erlenmeyer de 250 mL con 50 mL de medio de cultivo 
líquido papa dextrosa (PD). La incubación se realizó en oscuridad a 28ºC con 
agitación orbital (150 rpm) durante tres d. Luego, se filtró el micelio con un embudo 
Büchner con papel de filtro Whatman Nº 2 y una bomba de vacío. El micelio fue 
alicuotado en Eppendorf de 1,5 mL y liofilizado. 
 
 
5.2 - Extracción de ADN 
 
El micelio de cada aislamiento liofilizado se pulverizó con la ayuda de una 
espátula, y se trasvasó a otro Eppendorf hasta ocupar 500 μL de su capacidad. Se 
agregaron 750 μL de solución de bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB) 2X y 
15 μL de β-mercaptoetanol. Se incubó por 30 min a 65ºC, mezclando por inversión 
cada 8 min. Luego, se añadieron 300 μL de acetato de potasio 3M pH 4,8, se agitó 
suavemente y se incubó en hielo por 15 min. Transcurrida la incubación, se 
centrifugó por 5 min a 14000 rpm o hasta que la fase superior quedara 
transparente. Se recuperó la fase superior, a la que se le agregó 200 μL de fenol y 
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200 μL de cloroformo:alcohol isoamílico (24:1) y se agitó suavemente. Se centrifugó 
por 5 min a 14000 rpm o hasta que la fase superior quedara transparente. Se 
transfirió la fase superior a un nuevo tubo, se añadieron 750 µL de isopropanol frío 
y se centrifugó. Se descartó suavemente el sobrenadante y el precipitado obtenido 
se lavó con 500 µL de etanol al 70%. Se dejó secar la muestra a temperatura 
ambiente y se resuspendió en 50 µL de agua destilada estéril. Se verificó la 
integridad del ADN obtenido mediante una corrida electroforética en gel de agarosa 
al 1%. Se calculó la concentración del ADN utilizando un equipo NanoDrop 2000 
(Thermo Scientific) y se estandarizó la misma a 10 ng/µL. 
 
 
5.3 - Reacciones de PCR 
 
Se emplearon dos pares distintos de primers para la identificación molecular. 
En primer lugar se empleó el par de primers Fg16N F/R (Nicholson et al. 1998), los 
cuales distinguen entre los miembros del complejo de Fusarium graminearum y 
otros Fusarium spp. Las mezcla de reacción constó de un volumen final de 20 µL 
que contenía 0,5 mM de cada primer, 1X de buffer (Invitrogen Carlsbad, CA), 1,5 
mM de Cl2Mg, 0,2 mM de cada dNTP, 1U de Taq DNA polimerasa (Invitrogen 
Carlsbad, CA) y 10 ng de ADN. La reacción se llevó a cabo en un termociclador 
Mastercycler (Eppendorf AG, Alemania). El programa de amplificación utilizado fue 
el que se detalla a continuación; desnaturalización inicial: 2 min a 94ºC; 
multiplicación: 30 ciclos; desnaturalización: 30 s a 94ºC; hibridación: 1 min a 62ºC; 
extensión: 1 min a 72ºC; extensión final: 5 min a 72ºC. 
Para la identificación de la especie dentro de los miembros del complejo 
Fusarium graminearum se utilizaron los primers Fg16 F/R (Nicholson et al. 1998). 
Los mismos amplifican fragmentos de distintos tamaños para distintos miembros del 
complejo. La mezcla de cada reacción fue la detallada en el caso anterior. El 
programa de amplificación utilizado fue el siguiente; desnaturalización inicial: 2 min 
a 94ºC; multiplicación: 30 ciclos; desnaturalización: 30 s a 94ºC; hibridación: 1 min a 
60ºC; extensión: 1 min a 72ºC; extensión final: 5 min a 72ºC. 
Para el potencial toxicogénico se utilizaron los primers Tri13 F/R (Chandler et 
al. 2003). Los mismos amplifican un fragmento de 799 bp para aislamientos con la 
capacidad potencial de producir DON. La mezcla de reacción fue la detallada 
anteriormente. El programa de amplificación utilizado fue el siguiente; 
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desnaturalización inicial: 2 min a 94ºC; multiplicación: 35 ciclos; desnaturalización: 
30 s a 94ºC; hibridación: 45 s a 58ºC; extensión: 1 min a 72ºC; extensión final: 5 
min a 72ºC. 
 
 
6 - Determinación de la variabilidad genética 
 
6.1 - Marcadores moleculares de intersecuencias repetitivas simples 
 
Para los ensayos de intersecuencias repetitivas simples (ISSR) se utilizaron 
los siguientes primers: Biolab H: (GCC)5; Biolab D: (AG)8; Biolab F: CT(GA)8; Biolab 
J: (CAC)5; Biolab E: CTC(GT)8. La mezcla de reacción de los primers tuvo un 
volumen final de 25 µL, conteniendo 0,7 μM de cada primer, 1X de buffer 
(InbioHighway, Tandil, Buenos Aires), 2,5 mM de MgCl2, 0,2 mM de cada dNTP, 1,5 
U de Taq DNA polimerasa (InbioHighway) y 10 ng de ADN. La reacción se llevó a 
cabo en un termociclador XP Termal Cycler (Bioer Technology Co, LTD). El 
programa de amplificación utilizado fue el que se detalla a continuación; 
desnaturalización inicial: 7 min a 94ºC; multiplicación: 32 ciclos; desnaturalización: 1 
min a 94ºC; hibridación: 75 s a 50ºC; extensión: 4 min a 72ºC; extensión final: 7 min 
a 72ºC. Los fragmentos amplificados fueron sembrados en geles de agarosa al 2% 
conteniendo 4 µl de Gel RedTM (Biotium, Hayward, CA, USA) e inmersos en buffer 
TBE 1X. Las corridas electroforéticas se realizaron a una corriente de 80 voltios 
durante 2 h. La visualización de los fragmentos obtenidos se realizó por irradiación 
con luz UV. Los geles fueron registrados con el sistema de documentación digital 
DOC-6490 (Biodynamics S.R.L., Buenos Aires, Argentina). 
 
 
6.2 - Análisis de la variabilidad genética 
 
Los datos obtenidos fueron analizados por una matriz binaria de presencia o 
ausencia de fragmentos. La similitud entre los genotipos se cuantificó aplicando el 
coeficiente de Dice. Se creó un dendograma a partir de la técnica de ligamiento 
promedio no ponderado (UPGMA). Para el análisis se utilizó el software NTSyS-pc 
2.1. 
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7 - Determinación de la capacidad toxicogénica 
 
7.1 - Condiciones de cultivo 
 
Granos de trigo de aspecto sano fueron esterilizados por radiación en la 
Central Atómica de Ezeiza (CNEA) con una dosis mínima y máxima de 10–12 
kGrays de radiación gamma, respectivamente. La ventaja principal de la irradiación 
de alimentos es que destruye la microflora natural de los granos sin afectar su 
germinación, viabilidad y valor nutritivo.  
Para realizar una curva de absorción de humedad se agregó, a una cantidad 
conocida de trigo, distintos volúmenes de agua y se dejo estacionar durante 3 d con 
agitación diaria. Se midieron las diferentes actividades acuosas (aW) alcanzadas 
mediante un Aqualab Series 3 (Labcell Ltd., Basingstoke, Hants, UK), se realizó la 
correspondiente curva de absorción y se midió también la aW inicial de las 
muestras de trigo irradiado. Estas muestras fueron rehidratadas, de acuerdo a dicha 
curva para conseguir una aW de 0,995. Se pesaron 20 g de trigo en cajas de Petri 
(10 cm de diámetro). Las mismas se inocularon con cortes de cultivos de los 
aislamientos crecidos durante 7 d en medio PDA. Las placas se incubaron en 
oscuridad a 28ºC por 28 d, dentro de un recipiente hermético conteniendo un vaso 
de precipitado con glicerol al 2,73% para mantener la correcta humedad relativa 
dentro del mismo a lo largo de todo el ensayo. Finalizada la incubación, las placas 
se colocaron en estufa a 60ºC por 24 h. Los cultivos secos fueron molidos con un 
molinillo de café para obtener las respectivas harinas. 
 
7.2 - Extracción de la toxina deoxinivalenol  
 
Para la extracción de la toxina se pesaron 15 g de cada muestra de harina en 
Erlenmeyers de 250 mL y se le agregaron 40 mL de una mezcla de 
acetonitrilo:metanol (14:1), luego se incubaron por 2 h con agitación orbital. Los 
sobrenadantes se filtraron utilizando papel Whatman Nº 2. Se tomaron 2 mL de los 
sobrenadante para su limpieza a través de columnas fabricadas con jeringas 
descartables de 5 mL, a las cuales se les colocaron dos discos de papel de filtro 
Whatman Nº 2, lana de vidrio hasta completar 1 mL de capacidad y 500 mg de una 
mezcla de alúmina:carbón activado (20:1). La elución fue por gravedad. Una vez 
absorbida la muestra por el empaquetado, se agregaron 500 mL de una mezcla de 
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acetonitrilo:metanol:agua (80:5:15). La totalidad del eluído (aproximadamente 2,5 
mL) se recolectó, evaporó con flujo de nitrógeno y resuspendió en una solución de 
agua:metanol (88:12). 
 
 
7.3 - Detección y cuantificación por cromatografía líquida de alta eficacia de 
deoxinivalenol 
 
Se utilizó un equipo Waters 717 adosado a un inyector automático (Waters 
Corporation, Milford, MA, USA). Se inyectaron 20 μL de muestra en una columna 
C18 de fase reversa (4,6/250 mm, tamaño de partícula 5 μm, Waters) utilizándose 
como fase móvil una solución de agua:metanol (88:12) con un flujo de 1,5 mL/min. 
La detección se realizó mediante un detector por arreglo de diodos a 220 nm y para 
el procesamiento de los datos se utilizó el programa Empower software (Waters 
Corporation, Milford, MA, USA). Se realizó la curva de calibración inyectando 
diluciones de 1, 2, 4, 5 µg/mL de DON preparados a partir de una solución patrón 
de 1 mg/mL (Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO, USA; pureza >99 %) obteniéndose 
un coeficiente de correlación (r) de 0,967 para el rango de las concentraciones 
utilizadas. Los límites de detección y cuantificación fueron 0,12 y 0,3 µg/g 
respectivamente. Se realizó un test de homogeneidad espectral utilizando el mismo 
programa para garantizar la pureza de la señal.  
Para el análisis de los resultados obtenidos se clasificaron los aislamientos en 
4 diferentes rangos de producción: No productor: sin señal detectable; Poco 
productor: señal menor a 50 μg/g; Productor medio: señal entre 50 y 150 μg/g; Muy 
productor: señal mayor a 150 μg/g. 
 
 
RESULTADOS Y DISCUSION 
 
1 - Ocurrencia de Fusarium graminearum 
 
A partir de las 100 muestras de trigo analizadas, se obtuvieron 172 
aislamientos que fueron caracterizados como miembros del complejo de especies 
Fusarium graminearum de acuerdo a los primers específicos de especie Fg16N. En 
la Tabla 2.2 se detalla la distribución de aislamientos por localidad. 
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Tabla 2.2: Distribución geográfica de los aislamientos de Fusarium graminearum  
 
Localidad Nº de aislamientos 
Balcarce 4 
Corral de Bustos 14 
Cavanagh 13 
Corrientes 0 
Los Molinos 17 
Marcos Juárez 105 
Mercedes 11 
Monte Buey 0 
Paraná 0 
Villa María 8 
Total 172 
 
 
A partir de la ocurrencia obtenida, se decidió continuar únicamente con la 
caracterización de los aislamientos de Marcos Juárez, y analizar por lo tanto la 
variabilidad entre aislamientos dentro de una única localidad, lo cual resulta 
novedoso de acuerdo a los antecedentes bibliográficos. 
Cuando los aislamientos provenientes de Marcos Juárez fueron 
caracterizados con los primers específicos de especie Fg16, 68 amplificaron un 
fragmento de 400 pb (65%) correspondiente a la especie Fusarium graminearum 
sensu stricto. De los cultivos del año 2010, se obtuvieron 66 aislamientos, y de las 
campañas 2009 y 2011, solamente uno de cada una. (Tabla 2.3). 
 
 
Tabla 2.3: Aislamientos obtenidos en la localidad de Marcos Juárez 
 
Año de cultivo 
Nº de aislamientos 
FGSC F. graminearum s.s. 
2009 1 1 
2010 91 66 
2011 13 1 
Total 105 68 
 
 
Nuestros resultados muestran la prevalencia de Fusarium graminearum s.s 
como agente causal de la FET, aunque nuestros porcentajes están por debajo de 
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los citados por otros autores en Argentina. Ramirez et al. (2007) y Alvarez et al. 
(2011), reportaron valores comprendidos entre 100 y 97% respectivamente. En 
Uruguay Pan et al. (2013) observaron similar presencia a la observada en esos 
trabajos. Por otro lado, valores cercanos a nuestros resultados se reportaron en el 
sur de Brasil por Astolfi et al. (2012), donde se encontró una presencia cercana al 
74%. 
Es de destacar que la ocurrencia de los miembros del complejo Fusarium 
graminearum a través del tiempo está fuertemente relacionada con la competencia 
entre los mismos, determinado por las condiciones ambientales imperantes, lo cual 
se refleja en el grado de severidad producido por la infección (Xu et al. 2007). 
Mientras las especies del complejo en general están circunscriptas a áreas 
geográficas específicas, F. graminearum s.s. es la especie que prevalece alrededor 
del mundo (O’Donnell et al. 2000, 2004, 2008; van der Lee et al. 2015). 
 
 
2 - Variabilidad genética 
 
A partir del análisis con marcadores ISSR se observó que los aislamientos se 
agrupan en 65 haplotipos (Figura 2.2). La primera diferenciación se produjo con un 
promedio de similitud entre grupos del 51% formando dos clusters (denominados I y 
II). El aislamiento de Fusarium pseudograminearum usado como control se 
diferenció sólo, en un tercer grupo. La distribución de los aislamientos resultó en 
una dispersión homogénea, sin relación con el año ó capacidad toxicogénica del 
aislamiento. La variabilidad genética determinada por AMOVA mostró que el 99% 
de los aislamientos resultaron genéticamente diferentes entre sí. En trabajos 
previos en Argentina, Ramírez et al. (2007) y Alvarez et al. (2011) detectaron una 
variabilidad genética alrededor del 98 y 100% respectivamente, mientras que Astolfi 
et al. (2012) encontró un 93 % de variabilidad en aislamientos en el sur de Brasil. La 
mayoría de los estudios sobre variabilidad en esta especie se realizan a partir de 
aislamientos de diversas localidades (Alvarez et al. 2009, 2011; Sampietro et al. 
2010; Boutigny et al. 2011, 2014; Qiu et al. 2014), por otro lado, son pocos los 
estudios que se han realizado a partir de un número limitado de localidades (Mishra 
et al. 2004; Ramirez et al. 2006b, 2007; Guo et al. 2008; Astolfi et al. 2012) o sobre 
una única localidad (Karugia et al. 2009). Nuestros resultados revelaron que al igual 
que entre diversas localidades, la variabilidad de aislamientos en un único sitio 
geográfico es elevada, similares resultados observó Karugia et al. (2009).  
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Figura 2.2: Dendrograma obtenido a partir de marcadores ISSR de agrupamiento 
de clusters entre aislamientos de Fusarium graminearum s.s. Aislamientos A: año 
2009; B: año 2010; C: año 2011; F.ps.: aislamiento de F. pseudograminearum 
utilizado como control. (-): No productor; (+): Bajo productor; (++): Productor medio; 
(+++): Muy productor. 
 3 - Potencial y capacidad 
 
El potencial toxicogénico determinado a partir de reacciones por PCR con el 
marcador Tri13, mostró que todos los aislamientos resultaron ser 
productores de DON, debido a que se amplificó
282 pb en la totalidad de los aislamientos. Similares resultados 
en reportes previos (Burlakoti et al. 2011
Por otro lado, la determinación de la capacidad de producción de DON de
aislamientos a partir de 
detectados) hasta 1741 
en el perfil toxicogénico de los mismos
rangos en cuanto a su producción
productores, mientras que el 51,5% de 
productores, 19,1% en el de
(Figura 2.3). El rango de 
resultados similares para la Argentina se citan en previas investigaciones 
et al. 2006a; Palazzini et al. 2007;
La reacción de PCR muestra una capacidad potencial, mient
capacidad toxicogénica 
las condiciones ambientales
(Castañares et al. 2014; Somma et al. 2014).
 
Figura 2.3: Frecuencia relativa de los aislamientos distribuidos en 
producción de DON. 
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de producción de deoxinivalenol 
 el fragmento correspondiente de
fueron
; Castañares et al. 2014). 
un cultivo inductor, mostró valores 
µg/g, lo que demuestra una gran variabilidad intraespecífica 
, por lo cual se decidió agruparlos en 4 
. Sólo 4 aislamientos pertenecieron al grupo de no 
los mismos se agrupó en el rango de poco 
 productores medios y 23,5% fueron muy productores
poco productores (<50 μg/g) fue el de mayor frecuencia
 Alvarez et al. 2009). 
depende tanto del microorganismo, como del sustrato y de 
, por lo cual los valores obtenidos pueden diferir
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CONCLUSIONES 
 
La ocurrencia observada de la especie Fusarium graminearum s.s en las 
muestras de trigo analizadas confirman su prevalencia como agente causal de la 
FET en la región triguera argentina.  
Los resultados muestran que, incluso en una única localidad, la población de 
F. graminearum s.s. presenta una alta variabilidad en su pool genético. 
El potencial de producción de deoxinivalenol a nivel genético estableció que la 
totalidad de los aislamientos podrían producir la micotoxina, lo cual estuvo en 
coincidencia con la capacidad toxicogénica de los aislamientos, dado que sólo un 
pequeño porcentaje no fue productor. 
En concordancia con la elevada variabilidad genética establecida, la 
capacidad toxicogénica mostró valores dentro de un amplio rango de producción. 
La elevada variabilidad de la especie puede ser considerada uno de los 
factores involucrados en la emergencia periódica de la enfermedad alrededor del 
mundo.  
De los datos obtenidos se desprende la necesidad de un monitoreo continuo 
no sólo a nivel regional, sino también dentro de pequeñas áreas o campos, lo cual 
permitiría profundizar en el conocimiento de la dinámica de la enfermedad tendiente 
a reducir los daños ocasionados por la enfermedad. 
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CAPITULO III: 
Análisis del Efecto de la Infección: 
Agresividad, Rendimiento y Toxicidad  
Análisis del 
Infección: Agresividad, 
Rendimiento y 
 
En la naturaleza, la enfermedad es una función combinada o interacción 
simultánea entre un hospedador susceptible, un patógeno virulento y un ambiente 
favorable, con lo que se confo
intervención humana, al incorporar cultivos con sus prácticas de manejo y control, 
interacciona con estos componentes conformando un tetraedro. 
 
 
La patogenicidad se define como la capacidad de un hongo en producir una 
enfermedad, siendo por lo tanto una medida cualitativa, mientras que la agresividad es 
una descripción cuantitativa del grado o nivel alcanzado por la enfermedad, la que 
conlleva a cambios de rendimi
inóculo primario junto a condiciones meteorológicas predisponentes 
mojado y temperatura– son determinantes en el establecimiento de la enfermedad 
durante la antesis. Dentro del manejo integrado
genotipos resistentes a la enfermedad, es uno de los desafíos más importantes. El 
comportamiento del trigo a la Fusariosis de la espiga de trigo (FET), es evaluada en 
los programas de mejoramiento por una escala propuest
comprende distintos rangos de severidad, atribuibles a diversas resistencias del trigo.
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Toxicidad
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MATERIALES Y MÉTODOS 
 
1 - Aislamientos seleccionados 
 
Se emplearon 3 aislamientos de F. graminearum s.s para realizar las pruebas a 
campo. Los mismos fueron seleccionados a partir de una submuestra de 10 
aislamientos provenientes de Marcos Juárez-Córdoba según valores estimativos de 
agresividad obtenida por caracterizaciones enzimáticas, toxicogénicas y capacidad de 
esporulación. Se midieron las actividades enzimáticas poligalacturonasa (PG) y 
proteasa según Kikot et al. 2012. La capacidad toxicogénica fue medida como se 
detalla en el capítulo II de este trabajo. Se determinaron rangos arbitrarios de acuerdo 
a las los valores obtenidos y se eligieron aislamientos de comportamiento diferencial 
entre sí.  
 
 
1.1 - Preparación del inóculo 
 
A partir de cultivos de los aislamientos crecidos en placas de Petri con medio 
SNA de 7 d, se realizaron cortes de 0,5 x 0,5 cm en la periferia, los cuales fueron 
transferidos a Erlenmeyers de 250 mL conteniendo 50 mL de agar afrecho. Los 
mismos se mantuvieron durante 2 d a 22°C en estufa y 10 d a temperatura ambiente 
(25°C) con iluminación fluorescente continua. Los conidios se resuspendieron 
agregando agua destilada estéril a los Erlenmeyers, agitando suavemente y 
recuperando el sobrenadante. Las suspensiones pertenecientes a los mismos 
aislamientos se unificaron y se filtraron utilizando gasa estéril para retener los posibles 
residuos. Utilizando una cámara de Neubauer se midió la concentración de conidios, y 
se llevó a volumen necesario hasta lograr una concentración de 3 x 105 conidios/mL 
(Alberione et al. 2016; Galich 1997). 
 
 
2 - Ensayo a campo 
 
Se utilizaron 8 variedades de trigo en el ensayo a campo de diverso ciclo de 
crecimiento y resistencia a la enfermedad pertenecientes al programa de mejoramiento 
de trigo del INTA-Marcos Juárez. Como controles se utilizaron las variedades 
internacionales resistentes Sumai 3 y Soba Komugi (Tabla 3.1). 
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Tabla 3.1: Listado de variedades de trigo utilizadas en el ensayo a campo. 
 
Cultivar Origen 
Ciclo de 
crecimiento 
Sensibilidad 
SRM Nogal Francia Ciclo Largo Susceptible 
Sy 100 Francia Ciclo Largo Moderadamente resistente 
BIOINTA 2005 México Ciclo Intermedio Moderadamente resistente 
Sy 200 Francia Ciclo Intermedio Susceptible 
Buck Meteoro Argentina Ciclo Intermedio 
Moderadamente 
susceptible 
BIOINTA 1005 Argentina Ciclo Corto Susceptible 
AGP Fast Estados Unidos Ciclo Corto 
Moderadamente 
susceptible 
Klein Tigre Argentina Ciclo Corto Moderadamente resistente 
Sumai 3 China Sin datos Resistente 
Soba Komugi Japón Sin datos Resistente 
 
 
2.1 - Siembra 
 
El ensayo se realizó en jaulas de la estación experimental INTA-Marcos Juárez 
(32° 42′ Sur; 62° 06′ Oeste). La estructura de jaula permitió controlar el daño 
provocado por roedores y aves en el ensayo. Los cultivares de trigo se sembraron 
entre mayo y agosto del año 2013 de acuerdo a los ciclos de crecimiento, de manera 
que el momento de antesis se desarrolle coordinadamente en todas las plantas con 
una diferencia no mayor a una semana. La humedad fue controlada con un sistema 
automático de micro aspersión con temporizador (Green Mist, NaanDanJain, Israel) 
para proporcionar riego cada 25 min de 5 min. La cama de siembra se preparó con 
motocultivadora, siendo previamente fertilizada con urea (50 kg/ha) y tratada con 
insecticida de clorpirifós (500 mL/ha). El control de malezas se realizó de forma 
manual. El modelo de siembra utilizado fue en hill plots con diseño en bloques 
completamente aleatorizado colocando 5 a 10 semillas por surco en una disposición 
escalonada de acuerdo a Alberione et al. (2016). El experimento constó de 102 
plantas, repartidas en 4 bloques de 25 plantas cada uno y 2 muestras controles sin 
infectar. Cada bloque fue armado con las 24 combinaciones resultantes entre los 3 
aislamientos y los 8 cultivares de trigo, además de uno de los testigos resistentes.  
 
2.2 - Inoculación  
 
En cada hill plot se controló el crecimiento, hasta observar que el proceso de 
antesis (presencia de anteras expuestas) estuviera presente, en al menos, la mitad de 
las plantas. En ese momento se procedió a inocular las espigas con la suspensión de 
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conidios utilizando un pulverizador manual. A los 2 d se repitió la inoculación, para 
asegurar la infección de las espigas previamente inoculadas e infectar a aquellas que 
hubieran presentado una antesis retrasada. Debido al desfasaje natural entre cada hill 
plot, se llevó un control de infección utilizando un sistema de marcado con cintas 
coloreadas, para asegurar en cada uno la doble inoculación (Alberione et al. 2016). 
 
 
2.3 - Cosecha, trillado y molienda 
 
La totalidad de las espigas de cada hill plot se cosecharon manualmente en 
noviembre del año 2013. Las mismas se guarfdaron en sobres de papel madera para 
su posterior observación y evaluación. Luego de evaluada la incidencia y la severidad 
sobre las espigas enfermas, las mismas se trillaron manualmente, separando los 
granos del resto de los componentes de la planta. Para lo cual, se tomaron 
individualmente, o de a pares, las espigas de las muestras colocándose entre dos hoja 
de papel, y por frotación se desarmó la espiga. Posteriormente se separaron 
manualmente los granos de la paja, diferenciando los granos enfermos de los sanos. 
No se utilizó el equipo de trillado automático disponible por que el mismo utiliza 
corrientes de aire para el separado que arrastran a su vez granos enfermos, por ser 
más livianos. Los granos se molieron utilizando un molinillo eléctrico hasta obtener las 
harinas correspondientes, y se tamizaron a través de un tamiz de apertura de 100 µm.  
 
 
3 - Evaluación de los efectos de la enfermedad  
 
El efecto de la infección o establecimiento de la enfermedad sobre el trigo se 
evaluó de acuerdo a distintas variables que se agruparon en cuatro categorías, a 
saber: 
 
 Medidas de agresividad: se corresponden con variables directamente 
relacionadas con el desarrollo de la enfermedad. Las utilizadas en esta tesis 
doctoral, fueron: incidencia, severidad, número de granos dañados, índice de 
Fusarium (IF) e índice ISK. 
 Medidas de rendimiento: como medida de rendimiento o producción de los 
granos se utilizó el peso de mil granos (PMG). 
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 Medidas toxicológicas: se corresponden a las medidas de las toxinas 
producidas por el patógeno. Durante el desarrollo de esta tesis doctoral se 
midió la presencia de deoxinivalenol (DON). 
 Cambios en la constitución proteica del gluten: dada la complejidad de este 
estudio, los resultados conforman un capítulo aparte. 
 
La diferenciación entre granos sanos y enfermos ó dañados es necesaria para la 
determinación de la incidencia y la severidad de la enfermedad. Cuando la infección es 
considerable a simple vista se observa que los granos enfermos son pálidos, con 
coloración rosada, chuzos, de menor tamaño y más livianos en relación a los sanos. 
Cuando la infección es suave, y no presentan por lo tanto síntomas a simple vista, se 
toma el grano con una pinza y se lo observa a trasluz, comparándolo con un grano 
sano de la misma planta. La presencia de micelio fúngico opaca el paso de la luz a 
través del mismo, por lo que un grano sano es más traslucido que uno enfermo. 
 
 
3.1 - Medidas de agresividad 
 
3.1.1 - Incidencia: Para cada muestra, se tomaron aleatoriamente 20 espigas. 
Se buscó, en cada espiga, la presencia de al menos un grano enfermo, y se calculó el 
porcentaje de incidencia de la siguiente manera:  
 
% Incidencia= (nº de espigas enfermas x 100) / 20 
 
3.1.2 - Severidad: De cada muestra se tomaron aleatoriamente 8 espigas 
enfermas. Se contó el número total de espiguillas, y el número total de espiguillas 
enfermas (con presencia de al menos un grano enfermo). Usando esos valores se 
calculó para cada espiga el porcentaje de severidad utilizando la siguiente fórmula: 
 
% severidad = (nº de espiguillas enfermas x 100) / nº de espiguillas totales 
 
3.1.3 - Porcentaje de granos dañados (%GD): En cada espiga utilizada para 
medir severidad se contabilizó el número total de granos y el de granos dañados. Se 
calculó el porcentaje de granos dañados utilizando la siguiente fórmula: 
 
%GD= (nº de granos enfermos x 100) / nº de granos totales 
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3.1.4 - Índice de Fusarium (IF): Se calculó el índice de Fusarium de acuerdo a 
la siguiente fórmula: 
IF = % de Incidencia x % de severidad /100 
 
3.1.5 - Índice ISK (Incidencia, Severidad y Granos Dañados): El índice ISK se 
calculó utilizando la siguiente fórmula (Gilbert and Woods 2006). 
 
ISK= (% Incidencia x 0,3)+(% severidad x 0,3)+(%GD x 0,4) 
 
 
3.2 - Medidas de rendimiento 
 
3.2.1 - Peso de mil granos (PMG): Se cuantificó el número total de granos en 
cada muestra y se los pesó extrapolando al equivalente de mil granos. 
 
 
3.3 - Medidas toxicológicas 
 
3.3.1 - Extracción de deoxinivalenol 
 
Para la extracción de DON se utilizaron columnas de extracción ISOLUTE 
MYCO (Biotage, D’Amico sistemas sociedad anónima, Argentina) y se siguieron las 
indicaciones descriptas por el fabricante. Se pesaron 5 g de harina a los que se 
agregaron 20 mL de agua destilada. Se incubó a temperatura ambiente, con agitación 
durante 30 min. Pasado ese tiempo se centrifugó durante 10 min a 3000 xg. Se 
tomaron 6 mL del sobrenadante y se llevó a un volumen final de 15 mL con agua 
destilada, para luego centrifugar nuevamente en iguales condiciones.  
Previo a la limpieza, se acondicionaron las columnas haciendo pasar 2 mL de 
acetonitrilo y se equilibraron con 2 mL de agua destilada. Una vez acondicionadas, se 
pasaron 3 mL de la muestra a analizar, se lavó con 3 mL de agua destilada y se hizo 
eluir la toxina con 3 mL de un mezcla agua: acetonitilo (90:10). 
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3.3.2 - Detección y cuantificación por cromatografía líquida de ultra-alta 
resolución de deoxinivalenol 
 
Para la detección de la micotoxina se utilizó un equipo de cromatografía líquida 
de ultra-alta resolución (UPLC) Acquity H–Class con bomba cuaternaria, 
desgasificador, horno de columna e inyector automático FTN. La columna utilizada fue 
una Acquity BEH C18 de 2,1/100 mm con partículas de 1,7 µm acoplado a una 
precolumna. La detección se realizó con un equipo de espectrometría de masas 
Acquity TQD – triple cuadrupolo en tándem provisto de una sonda de ionización por 
electrospray (ESI) operando en modo positivo (Waters, Milford, MA, USA). Los 
parámetros de fuente fueron los siguientes: voltaje capilar, 3,0 kV; tensión del 
extractor, 5 V. Como gas de nebulización y de disolvatación se utilizó nitrógeno 
calentado a temperaturas de 150ºC y 200ºC, respectivamente. Los caudales de gas de 
disolvatación y gas de cono se fijaron en 50 y 800 mL/min, respectivamente. La 
disociación inducida por colisión se realizó utilizando argón a 0,15 mL/min en la célula 
de colisión. Para la adquisición y el procesamiento de datos se utilizaron los 
programas MassLynx y QuanLynx versión 4.1 (Waters). Se realizó la curva de 
calibración inyectando diluciones de 5, 10, 20, 50 y 100 ng/ml de una solución patrón 
de 1 mg/mL (Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO, USA; pureza >99 %) obteniéndose un 
coeficiente de correlación (r) de 0,969 para el rango de las concentraciones utilizadas. 
Los límites de detección y cuantificación fueron de 0,3 y 1,0 ng/mL respectivamente. 
 
 
4 - Análisis estadístico 
 
Todos los datos se analizaron utilizando el programa ESTATISTICA 7. Se 
realizaron análisis de varianza (ANOVA) con un valor de significancia de 0,05, test de 
Fisher o LSD (low significant differences), test de correlación de Pearson, y análisis de 
componentes principales (PCA) para observar la relación e interacción entre las 
distintas variables estudiadas. Ver anexo al final de la tesis: “Desarrollo de un PCA”. 
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RESULTADOS Y DISCUSION 
 
1 - Aislamientos seleccionados 
 
Dado que la capacidad de producir actividades enzimáticas por parte de los 
aislamientos, se relaciona con su poder de colonización en la planta, y pérdida de 
calidad de los granos, se midieron dos actividades enzimáticas, directamente 
relacionadas a estos procesos como la actividad poligalacturonasa (PG) y proteasa. 
(Kikot et al. 2009; Barneix 2007). Como se observa en la Tabla 3.2 el rango de 
producción de ambas actividades fue amplio, por lo cual se determinaron rangos y 
clasificaron a los aislamientos de acuerdo al nivel establecido.  
 
 
Tabla 3.2: Rangos de producción enzimática de los aislamientos de Fusarium 
graminearum. 
 
Producción enzimática  PG Proteasa 
Baja (+) 0,000-0,325 0,000-0,250 
Moderadamente Baja (++) 0,326-0,650 0,251-0,500 
Moderadamente Alta (+++) 0,651-0,975 0,501-0,750 
Alta (++++) 0,975-1,300 0,751-1,000 
Las lecturas en espectrofotómetro corresponden al día de 
mayor producción por parte de cada aislamiento. PG: a 520 
nm; Proteasa: 280 nm. 
 
Además, fue evaluada la capacidad toxicogénica de los aislamientos, dado que, 
es sabido que una vez establecida la enfermedad pueden liberarse micotoxinas que se 
relacionan con la propagación de la misma (Mesterhazy 2002), con efectos nocivos 
para la salud. Los rangos utilizados para la clasificación de los aislamientos de 
acuerdo a la producción de DON, fueron determinados en el capítulo II. En la Tabla 3.3 
se detallan las clasificaciones adscriptas para los aislamientos analizados. 
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Tabla 3.3: Producción enzimática y de deoxinivalenol en los aislamientos de Fusarium 
graminearum. 
 
 
Aislamiento 
Actividad 
PG 
Actividad 
Proteasa 
Capacidad 
Toxicogénica 
B3 + ++++ + 
B5  ++ +++ + 
B7 ++ ++ + 
B13 ++ ++ + 
B19 ++++ +++ +++ 
B24 ++++ +++ - 
B29  + ++++ +++ 
B47 ++ + +++ 
B61 ++ ++ - 
C1 ++ +++ ++ 
 
 
A partir de los resultados obtenidos se seleccionaron 4 aislamientos con 
diferencial respuesta a los parámetros analizados (Tabla 3.4), la nomenclatura de los 
mismos fue reemplazada de acuerdo a los colores de las cintas con que fueron 
señaladas las plantas infectadas en el posterior ensayo a campo.  
 
 
Tabla 3.4: Equivalencias en la nomenclatura de los aislamientos de Fusarium 
graminearum utilizados en el ensayo de agresividad. 
 
Denominación del 
aislamiento Comportamiento 
Molecular Campo 
B5 Am Medianamente agresivo 
B19 Az Muy Agresivo 
B29 R Medianamente agresivo 
B47 N Poco Agresivo 
 
 
Otra caracterización decisiva al momento de evaluar el aislamiento a utilizar en 
los ensayos a campo, es su capacidad para producir un inóculo adecuado para la 
infección de las plantas de trigo, lo cual está en relación con la capacidad de producir 
esporas. Los aislamientos seleccionados de acuerdo a su producción enzimática y 
toxicogénica produjeron una cantidad adecuada de conidios para la inoculación, a 
excepción del 16D, por lo cual no se utilizó en los ensayos a campo.  
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2 - Evaluación de la enfermedad 
  
El efecto de la enfermedad en los cultivos a campo, se analizó en laboratorio a 
partir de la cosecha de las espigas y posterior trillado de los 24 tratamientos por 
cuadriplicado. A continuación se muestra la Tabla con los valores obtenidos: 
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Luego, a partir de los datos obtenidos se confeccionó una matriz de correlación, 
con el propósito de observar las posibles tendencias entre las respectivas variables. 
Como se observa en la Tabla 3.6, las variables analizadas mostraron correlaciones 
significativas entre ellas. En estudios previos, se observaron resultados similares en 
Argentina (Alberione et al. 2016) y Estados Unidos (Hernández Nopsa et al. 2010). 
 
 
Tabla 3.6: Matriz de correlación de Pearson entre las variables de agresividad y 
rendimiento analizadas. 
 
  Incidencia Severidad %GD PMG IF ISK 
Incidencia - 0,51 0,47 -0,25 0,84 0,87 
Severidad 0,51 - 0,88 -0,43 0,81 0,85 
%GD 0,47 0,88 - -0,54 0,74 0,82 
PMG -0,25 -0,43 -0,54 - -0,36 -0,43 
IF 0,84 0,81 0,74 -0,36 - 0,94 
ISK 0,87 0,85 0,82 -0,43 0,94 - 
Se marcan en negrita las correlaciones que resultaron significativas. %GD: porcentaje de 
granos dañados; PMG: peso de mil granos; IF: índice de Fusarium; ISK: índice incidencia, 
severidad y granos dañados. 
 
 
2.1 - Incidencia 
 
Como se observa en la Tabla 3.5 los valores de incidencia estuvieron 
comprendidos entre un 21,25 y 67,50%. Alberione et al. (2016) reportaron para 
cultivares argentinos valores de incidencia entre 15,00 y 40,00%, con un promedio de 
24,70% para cultivares resistentes y un promedio de 74,20% para cultivares 
susceptibles.  
En la Tabla 3.6, se observa que la correlación de Pearson resultó significativa 
(0,51). En el caso de la variable de rendimiento PMG, como era de esperar, la 
correlación fue negativa (-0,25), dado que el comportamiento es inversamente 
proporcional entre ambas variables. 
El análisis de varianza ANOVA fue empleado para evaluar el efecto del cultivar o el 
aislamiento sobre la incidencia (Tabla 3.7). 
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Tabla 3.7: Análisis de la varianza de la incidencia para el efecto aditivo entre 
tratamientos. 
 
Efecto SC GL CM F p 
Intersección 153895,46 1 153895,47 374,36 0,000 
Cultivar 3785,84 7 540,83 1,32 0,253 
Aislamiento 3478,34 2 1739,17 4,23 0,018 
Error 34120,48 83 411,09     
SC: suma de cuadrados; GL: grados de libertad; CM: cuadrado medio. F: 
prueba F. Significancia p≤0,05. 
 
 
Como se observa en la Tabla, no existe diferencia significativa para la incidencia 
de acuerdo al cultivar de trigo empleado. En cambio, si hubo diferencias significativas 
para esta variable, de acuerdo al aislamiento de F. graminearum utilizado en la 
infección. Los aislamientos resultaron agrupados de acuerdo al test LSD en dos 
grupos de significancia, uno conformado únicamente por el aislamiento caracterizado 
como “poco agresivo” (N) que arrojara a su vez el menor valor de incidencia (32,07 %) 
y otro grupo con los dos restantes aislamientos (Tabla 3.8). 
 
 
Tabla 3.8: Asignación de grupo homogéneo para los aislamientos de Fusarium 
graminearum respecto a la incidencia, de acuerdo al test de LSD. 
 
Aislamiento Media 1 2 
N 32,07 
 
**** 
Az 43,12 ****   
Am 47,03 ****   
1 y 2: grupos de significancia homogénea. 
 
 
2.2 - Severidad 
 
La evaluación de la variable severidad mostró valores para los tratamientos 
comprendidos entre 9,10 y 42,58% (Tabla 3.5). Trabajos anteriores en cultivares 
argentinos reportaron valores entre 50,97 y 84,93% (Álvarez et al. 2010) y entre 10,12 
y 61,90% utilizando inoculación por aspersión (Alberione et al. 2016). Por otro lado, 
utilizando inoculación puntual Malbrán et al. (2012, 2014) reportaron valores entre 6,00 
y 50,00% en cultivares argentinos, mientras que Umpiérrez-Failache et al. (2013) 
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reportaron valores de severidad entre 5,60 y 27,50% en ensayos de agresividad en 
cultivares de trigo uruguayos. 
 Si bien se obtuvo correlación entre todas las variables estudiadas de acuerdo a 
la matriz obtenida (Tabla 3.6), la mayor correlación se observó entre severidad y 
porcentaje de granos dañados (0,88) Para analizar el efecto del cultivar y/o aislamiento 
en relación a la respuesta de esta variable ante la enfermedad, se realizó un análisis 
de ANOVA, que se muestra en la Tabla 3.9.  
 
 
Tabla 3.9: Análisis de la varianza de la severidad para el efecto aditivo entre 
tratamientos. 
 
Efecto SC GL CM F p 
Intersección 45693,03 1 45693,03 487,63 0,000 
Cultivar 1209,69 7 172,81 1,84 0,089 
Aislamiento 1193,02 2 596,51 6,37 0,003 
Error 7777,49 83 93,70     
SC: suma de cuadrados; GL: grados de libertad; CM: cuadrado medio. F: prueba 
F. Significancia p≤0,05. 
 
 
En este análisis se observó un resultado similar al obtenido para la incidencia, 
donde el efecto de los cultivares no fue significativo, y si el de los aislamientos. Luego 
se realizó un test de LSD que se muestra en la Tabla 3.10. 
 
 
Tabla 3.10: Asignación de grupo homogéneo para los aislamientos de Fusarium 
graminearum respecto a la severidad, de acuerdo al test de LSD. 
 
Aislamiento Media 1 2 
N 16,78 
 
**** 
Az 24,83 ****   
Am 24,83 ****   
1 y 2: grupos de significancia homogénea. 
 
 
Se observa que el aislamiento N fue el de la media más baja (16,78) para esta 
variable, el cual a su vez resultó separado en un grupo de significancia homogénea 
diferente al de los otros dos aislamientos, mostrando el mismo comportamiento que 
para la incidencia. Diversos estudios alrededor del mundo confirman la elevada 
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variabilidad que suele presentar la severidad de la enfermedad, no sólo entre especies 
de Fusarium (Akinsanmi et al. 2004), sino incluso entre aislamientos de una misma 
especie (Walker et al. 2001; Carter et al. 2002; Malbrán et al. 2012).  
 
 
2.3 - Porcentaje de granos dañados  
 
Como se observa en la Tabla 3.5, el porcentaje de granos dañados (%GD) varió 
entre 5,59 y 29,96% entre tratamientos. Alberione et al. (2016) reportaron valores entre 
4,56 y 91,7% en cultivares argentinos y valores entre 3,85 y 40,58% para cultivares 
extranjeros probados en Argentina. Gourdain y Rosengarten (2011) reportaron valores 
similares a nuestros resultados que promediaron entre 17 y 25%, al estudiar el efecto 
del momento de la inoculación en dos cultivares franceses. Por otro lado, Štočková et 
al. (2011) reportaron valores entre 61 y 91,83% al aplicar inoculación por aspersión 
sobre cinco variedades de trigo de invierno. 
Al analizar el comportamiento de esta variable en relación a las demás (Tabla 
3.6), se observa que el %GD posee una correlación significativa negativa con el PMG 
(-0,54), lo cual está en relación con la pérdida de peso en los granos enfermos. 
Nuevamente se realizó un análisis de ANOVA para determinar el efecto cultivar 
y/o aislamiento, que se muestra en la Tabla 3.11.  
 
 
Tabla 3.11: Análisis de la varianza del porcentaje de granos dañados para el efecto 
aditivo entre tratamientos. 
 
Efecto SC GL CM F p 
Intersección 20890,10 1 20890,10 441,20 0,000 
Cultivar 716,23 7 102,32 2,16 0,046 
Aislamiento 701,77 2 350,89 7,41 0,001 
Error 3929,88 83 47,35     
SC: suma de cuadrados; GL: grados de libertad; CM: cuadrado medio. F: prueba 
F. Significancia p≤0,05. 
 
En este caso, el análisis de ANOVA determinó que tanto el tipo de cultivar como el 
aislamiento analizado, tuvieron un efecto significativo sobre la variable. Por esta razón, 
se realizaron test de LSD para los cultivares y aislamientos (Tablas 3.12 y 3.13 
respectivamente). 
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Tabla 3.12: Asignación de grupo homogéneo para los cultivares respecto al porcentaje 
de granos dañados, de acuerdo al test de LSD. 
 
Cultivar Media 1 2 3 
Sy 200 12,32 **** 
  
SRM Nogal 12,54 **** 
  
BioINTA 2005 12,56 **** 
  
Buck Meteoro 13,39 **** **** 
 
Klein Tigre 15,35 **** **** **** 
Sy 100 16,50 **** **** **** 
BioINTA 1005 18,15 
 
**** **** 
AGP Fast 20,64 
  
**** 
1, 2 y 3: grupos de significancia homogénea. 
 
 
Del análisis de grupo homogéneo por test de LSD se puede observar que los 
cultivares que muestran un comportamiento diferencial fueron SRM Nogal, BIOINTA 
2005, Sy 200 (con las medias más bajas) y AGP Fast (con el valor más alto). 
 
 
Tabla 3.13: Asignación de grupo homogéneo para los aislamientos de Fusarium 
graminearum respecto al porcentaje de granos dañados, de acuerdo a un test de LSD. 
 
Aislamiento Media 1 2 
N 10,93 
 
**** 
Az 16,81 ****   
Am 17,23 ****   
1 y 2: grupos de significancia homogénea. 
 
Como se observó para las anteriores variables, el aislamiento N presentó un 
comportamiento diferencial, separándose en un grupo homogéneo, y a su vez con un 
efecto sobre el valor medio de granos dañados muy por debajo al causado por los 
otros aislamientos. 
 
 
2.4 - Peso de mil granos 
 
El valor de PMG varió entre 22,87 y 33,41 g para todas las muestras analizadas 
(Tabla 3.5). Este valor se ha reportado a nivel nacional entre 30,33 y 36,82 g entre el 
año 2000 y la actualidad (Trigo Argentino 2013). Alberione et al. (2016) reportaron 
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valores de PMG entre 5,15 y 22,33 g para cultivares argentinos y valores entre 6,91 y 
31,78% para cultivares internacionales crecidos en el país. Alvarez et al. (2010) 
observaron una reducción en el valor del PMG entre 10 y 60% como resultado de la 
infección artificial. A nivel internacional, Capouchová et al. (2012) observaron valores 
entre 38,87 y 41,97 g utilizando inoculación por aspersión en tres cultivares de invierno 
checos. Por otro lado, Horvat et al. (2014) reportaron para Croacia valores entre 22,6 y 
54,0 g y entre 27,5 y 51,8 g al comparar genotipos con infección natural y artificial 
respectivamente. 
La correlación de Pearson calculada entre la variable PMG y las demás variables 
dio para todos los casos un valor negativo (Tabla 3.6). Resultados similares se citan 
en diversos trabajos, en los cuales a mayor nivel de infección, se observó una 
reducción en el PMG (Dexter et al. 1996; Wang et al. 2005; Dvojkovih et al. 2007; 
Horvat et al. 2014). 
Al realizar el análisis de ANOVA para determinar el efecto de las variables 
cultivar y/o aislamiento (Tabla 3.14) se observó que al igual que para el %GD, ambas 
variables poseen un efecto significativo.  
 
 
Tabla 3.14: Análisis de la varianza del peso de mil granos para el efecto aditivo entre 
tratamientos. 
 
Efecto SC GL CM F p 
Intersección 75566,23 1 75566,23 8154,07 0,000 
Cultivar 425,35 7 60,76 6,56 0,000 
Aislamiento 69,19 2 34,59 3,73 0,028 
Error 769,19 83 9,27     
SC: suma de cuadrados; GL: grados de libertad; CM: cuadrado medio. F: prueba F. 
Significancia p≤0,05. 
 
Como se observa, si bien tanto el cultivar como el aislamiento tuvieron efecto 
sobre la infección, dado el valor de p, el efecto del cultivar fue mayor. 
Se continuó el análisis utilizando test de LSD (Tabla 3.15 y Tabla 3.16) para 
observar el comportamiento de cada una de las variables.  
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Tabla 3.15: Asignación de grupo homogéneo para los cultivares de trigo respecto al 
peso de mil granos, de acuerdo a un test de LSD. 
 
Cultivar Media 1 2 3 
Buck Meteoro 23,44 
  
**** 
Sy 100 28,13 ****     
AGP Fast 28,52 **** **** 
 
BioINTA 1005 28,80 **** ****   
Klein Tigre 29,17 **** **** 
 
Sy 200 29,32 **** ****   
BioINTA 2005 30,40 **** **** 
 
SRM Nogal 30,66   ****   
1, 2 y 3: grupos de significancia homogénea. 
 
Respecto a los cultivares, puede observarse que Buck Meteoro es el que mostró 
un comportamiento diferencial en relación a los demás con los menores valores de 
PMG.  
 
 
Tabla 3.16: Asignación de grupo homogéneo para los aislamientos de Fusarium 
graminearum respecto al peso de mil granos, de acuerdo al test de LSD. 
 
Aislamiento Media 1 2 
Az 27,65 **** 
 
Am 28,37 **** **** 
N 29,71   **** 
1 y 2: grupos de significancia homogénea. 
 
Al analizar el comportamiento de los aislamientos, se observa en la distribución 
de grupo homogéneo que el aislamiento N sólo posee diferencias significativas con el 
aislamiento Az. 
 
 
2.5 - Índice IF e ISK 
 
Los valores calculados para los índices IF e ISK para los tratamientos bajo 
estudio, estuvieron comprendidos entre 3,03–28,24 y 11,34–44,63, respectivamente 
(Tabla 3.5). Como se observa en la Tabla 3.17, el análisis de ANOVA determinó que 
tanto el cultivar como el aislamiento muestran un efecto significativo en la infección 
para el índice IF. 
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Tabla 3.17: Análisis de la varianza del índice IF para el efecto aditivo entre 
tratamientos. 
 
Efecto SC GL CM F p 
Intersección 9736,63 1 9736,63 156,79 0,000 
Cultivar 925,62 7 132,23 2,13 0,048 
Aislamiento 786,22 2 393,11 6,33 0,002 
Error 5278,46 85 62,10     
SC: suma de cuadrados; GL: grados de libertad; CM: cuadrado medio. F: prueba 
F. Significancia p≤0,05. 
 
 
Luego se realizó un test de LSD para observar las diferencias entre cultivares 
(Tabla 3.18) y aislamientos (Tabla 3.19). 
 
Tabla 3.18: Asignación de grupo homogéneo para los cultivares respecto al índice IF, 
de acuerdo al test de LSD. 
 
Cultivar Media 1 2 3 
Buck Meteoro 6,84 **** 
  
Bio INTA 2005 7,27 **** ****   
Sy 200 8,65 **** **** 
 
Sy 100 8,69 **** ****   
SRM Nogal 8,89 **** **** 
 
Klein Tigre 10,98 **** **** **** 
Bio INTA 1005 13,66 
 
**** **** 
AGP Fast 16,43     **** 
1, 2 y 3: grupos de significancia homogénea. 
 
 
A partir de la asignación de grupos homogéneos por el test LSD, se observa que 
los cultivares Buck Meteoro y AGP Fast, son los que presentan mayores diferencias. 
 
 
Tabla 3.19: Asignación de grupo homogéneo para los aislamientos de Fusarium 
graminearum respecto al índice IF, de acuerdo a un test de LSD. 
 
Aislamiento Media 1 2 
N 6,05 
 
**** 
Az 11,72 ****   
Am 12,60 ****   
1 y 2: grupos de significancia homogénea. 
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Al analizar el comportamiento de los aislamientos, se pudo observar que el 
aislamiento N presentó los valores más bajos para este índice. 
El análisis de ANOVA también permitió observar el efecto sobre el índice ISK 
(Tabla 3.20). El mismo mostró que solamente el efecto del aislamiento produjo 
diferencias significativas, por eso se decidió realizar el test de LSD para esta variable 
(Tabla 3.21). 
 
 
Tabla 3.20: Análisis de la varianza del índice ISK para el efecto aditivo entre 
tratamientos. 
 
Efecto SC GL CM F p 
Intersección 58321,99 1 58321,99 611,50 0,0000 
Cultivar 1185,30 7 169,33 1,78 0,1028 
Aislamiento 1692,62 2 846,31 8,88 0,0003 
Error 8106,92 85 95,38     
SC: suma de cuadrados; GL: grados de libertad; CM: cuadrado medio. F: prueba 
F. Significancia p≤0,05. 
 
 
Tabla 3.21: Asignación de grupo homogéneo para los aislamientos de Fusarium 
graminearum respecto al índice IF, de acuerdo a un test de LSD. 
 
Aislamiento Media 1 2 
N 18,82 
 
**** 
Az 27,28 ****   
Am 28,28 ****   
1 y 2: grupos de significancia homogénea. 
 
 
Es de destacar que para la totalidad de las variables analizadas a partir del test 
de LSD, el aislamiento N resultó ser el menos agresivo, separándose en un grupo 
homogéneo diferente, a excepción de los resultados para la variable PMG. 
 
 
2.6 - Contenido de deoxinivalenol (DON) 
 
Los valores de contenido de DON para los tratamientos, dada su distribución, se 
analizaron como rangos de producción y mediana (Tabla 3.22). 
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Tabla 3.22: Determinación de DON para los tratamientos bajo estudio. 
 
Cultivar Aislamiento 
Rango 
(µg/g) 
Mediana 
(µg/g)* 
SRM Nogal 
Am nd - 13,18 5,48 
Az nd - 8,26 0,47 
N - - 
Sy 100 
Am - - 
Az nd - 1,66 0,00 
N nd - 18,17 0,00 
Bio INTA 
2005 
Am nd - 5,33 2,22 
Az nd - 5,84 0,00 
N - - 
Sy 200 
Am nd - 3,06 1,05 
Az - - 
N nd - 0,71 0,00 
Buck Meteoro 
Am nd - 0,02 0,00 
Az nd - 6,71 0,00 
N nd - 4,22 0,00 
Bio INTA 
1005 
Am nd - 6,91 3,01 
Az nd - 23,24 9,02 
N nd - 1,23 0,00 
AGP Fast 
Am - - 
Az nd - 18,56 3,80 
N nd - 1,25 0,00 
Klein Tigre 
Am nd - 48,55 0,74 
Az nd - 0,29 0,00 
N nd - 16,05 0,00 
*
Para calcular el valor de la mediana, se considero al valor no 
detectados (nd) como 0. 
 
 
Del total de muestras de trigo analizadas, el 32% de las muestras resultaron 
contaminadas con niveles de DON que variaron entre 0,02 y 48,55 µg/g, de las cuales 
sólo el 19% (18 casos) superaron los 2 µg/g, establecidos como valor límite de 
acuerdo a la legislación vigente (FAO 2003). Trabajos previos han mostrado valores 
similares en Argentina en infecciones naturales: Dalcero et al. (1997) reportó que un 
12,5% de las muestras analizadas superaron este valor, mientras que Lori et al. (2003) 
reportaron una fluctuación entre dos años consecutivos del 10 al 39,58% para casos 
similares. Como producto de una infección artificial con Fusarium graminearum sobre 
trigo, Malbrán et al. (2014) reportaron que el 100% de las muestras analizadas 
superaron este límite. En análisis llevados a cabo alrededor del mundo como el de 
Cowger et al. (2009), se observó que el valor límite de acuerdo a la FAO, fue superado 
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por el 47,62-100% de las muestras, al estudiar el efecto de la fecha de inoculación en 
dos años consecutivos. Por otro lado, Gourdain y Rosengarten (2011) reportaron que 
el 64% de las muestras de trigo analizadas superaron dicho límite.  
La mayor concentración de la micotoxina encontrada en nuestro trabajo fue de 
48,55 µg/g; mientras que otros autores en nuestro pais, reportaron valores cercanos: 
31,4 µg/g (Malbrán et al. 2014) y 53,82 µg/g (Alvarez et al. 2010).  
Para analizar la relación entre la acumulación de DON y la intensidad de la 
enfermedad de acuerdo a los valores de severidad, se graficaron los valores de las 
variables en un gráfico de coordenadas (Figura 3.1), lo cual mostró una relación 
positiva desarrollada en diferentes cultivares de trigo inoculados con aislamientos de 
Fusarium graminearum. Similares resultados fueron observados en nuestro país por 
Malbrán et al. (2014), quienes detectaron que a mayores valores de infección se 
incrementaba el contenido de DON. Por el contrario, Alvarez et al. (2010) al evaluar 
esas variables en trigo argentino, no observaron relación entre las cantidades de 
tricotecenos producidas y la intensidad de la enfermedad ocasionada sobre un mismo 
cultivar de trigo inoculado artificialmente. 
 
 
 
Figura 3.1: Relación entre contenido de DON y severidad de la enfermedad.  
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Si bien la relación entre la intensidad de la enfermedad y la presencia de 
micotoxinas es controversial, numerosos estudios han informado una correlación 
positiva y significativa entre ellas, lo cual se relacionaría con su rol en la propagación o 
desarrollo de la enfermedad (Desjardins et al. 1996, 2000; Homdork et al. 2000; Bai et 
al. 2001; Mesterhazy et al. 2002; Miedaner et al. 2003). Contrariamente, existen otros 
autores que no observaron correlación entre estas variables (Alexander et al. 1997; 
Chen et al. 1995). Estas correlaciones positivas/negativas han originado un constante 
cuestionamiento acerca de los mecanismos involucrados en la producción de 
deoxinivalenol, dadas las contrastantes observaciones, por lo cual la intensidad de la 
enfermedad no siempre seria un indicador de la presencia DON (Bai et al. 2001; Hart 
and Schabenberger 2001; Erlanger et al. 2003; Shaner and Buechley 2004). Debe 
tenerse en cuenta en este tipo de análisis, que la variabilidad observada puede estar 
en relación a numerosos factores como ser diferencias en los genotipos de los 
cultivares y/o patógenos, las condiciones meteorológicas imperantes o las prácticas de 
manejo entre los diferentes estudios. 
 
 
2.7 - Análisis de componentes principales 
 
Para analizar el comportamiento de las variables estudiadas en este capítulo, se 
realizó un PCA con las mismas, que arrojó dos componentes principales que 
explicaron un 81,29% del total de la varianza. Estos resultados se muestran en la 
Tabla 3.23. 
 
 
Tabla 3.23: Análisis de PCA para las variables de agresividad y rendimiento 
estudiadas. 
 
Componente Eigenvalues Varianza 
Eigenvalue 
acumulado 
Varianza 
acumulada 
1 4,62 66,01 4,62 66,01 
2 0,93 15,29 5,55 81,30 
 
 
En la Figura 3.2 se presenta la representación gráfica de los componentes 
obtenidos. Se observa que las variables de agresividad analizadas (Incidencia, 
Severidad, %GD, IF e ISK) conformaron un mismo grupo, la variable PMG se alejó de 
este mientras que la variable DON
al mismo. Esto podría indicar una relación entre el contenido de DON y la severidad de 
la enfermedad.  
 
 
 
Figura 3.2: Representación gráfica de los componentes 1 y 2, obtenidos por PCA de 
las variables de agresividad y rendimiento
PMG: peso de mil granos; IF: índice de Fusarium; ISK: índice incidencia, severidad y 
granos dañados. 
 
 
CONCLUSIONES  
 
Los aislamientos seleccionados por su diferencial comportamiento
trigo, mostraron diferentes efectos 
agresividad y rendimiento. En particular
agresivo” en las pruebas de producción de actividades enzimáticas y capacidad 
toxicogénica, resultó ser el que produjo efectos más suaves 
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, si bien quedo excluida del grupo, se situó cercano 
. %GD: porcentaje de granos dañados; 
de acuerdo a las variables analizadas 
, el aislamiento N caracterizado como “poco 
de la enfermedad 
 
 para infectar 
de 
de 
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acuerdo a los valores de los parámetros analizados. Por lo tanto, los estudios 
preliminares realizados en los aislamientos para determinar su diferencial efecto sobre 
la infección, resultaron útiles para el análisis de la variabilidad de los daños producidos 
en el trigo. 
 El análisis de ANOVA de los cultivares de trigo infectados mostró que en las 
variables estudiadas, el efecto del genotipo del cultivar sobre la infección, produjo 
diferencias estadísticamente significativas en el porcentaje de granos dañados y en el 
peso de mil granos.  
Las variables estudiadas para evaluar la infección, presentaron entre sí una alta 
correlación, tanto positiva –entre variables de agresividad–, como negativa –entre 
variables de agresividad y rendimiento–, lo cual indicaría que los efectos de la 
enfermedad, se relacionan estrechamente entre sí.  
Un escaso porcentaje de las muestras analizadas superó el límite de 
contaminación por DON establecido para la comercialización de granos por la Unión 
Europea (2 µg/g), por lo cual se observa que en condiciones no predisponentes a la 
enfermedad, el trigo no presentaría niveles de contaminación con deoxinivalenol que 
impliquen un alto riesgo para la salud tanto humana como animal.  
Si bien el contenido de deoxivalenol fue disperso, su representación con 
respecto al grado de severidad mostró una tendencia positiva. A su vez, el análisis de 
componentes principales posicionó a la micotoxina cercana al grupo conformado por 
las variables de agresividad, lo que podría indicar una relación entre estas variables. 
El análisis de PCA agrupó a las variables de agresividad correlacionadas 
positivamente entre ellas, quedando fuera del grupo el peso de mil granos, el cual se 
correlaciona negativamente con esas variables.  
El análisis de PCA mostró ser una herramienta útil y complementaria a la 
estadística tradicional. 
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CAPITULO IV: 
Análisis de Proteínas 
del Gluten  
Análisis de 
El contenido proteico del trigo es uno de los principales determinant
valor comercial, debido a que la calidad industrial del grano depende de la 
concentración y naturaleza de las proteínas que contenga. Las proteínas de 
reserva, gliadinas y glutenina
viscoelástica necesaria para retener el gas durante el proceso de fermentación. 
Diversas técnicas y metodologías se utilizan en laboratorios e industrias para el 
análisis proteico de las harinas, a partir de los 
calidad y uso final. Técnicas como la cromatografía líquida de alta eficacia en fase 
reversa (RP-HPLC) o la electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS
técnicas fiables y que requieren de poca cantidad de m
óptimas para su utilización en programas de mejoramiento. Por otro lado, los 
métodos espectrofotométricos
secuencial de las proteínas del gluten,
para este tipo de análisis. La infección con 
de la industria triguera. Una vez que la infección se establece, se liberan proteasas 
que degradan las proteínas de gluten, lo que conlleva a perdidas en la calidad del 
grano.  
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Proteínas
del Gluten 
 
 
 
 
s, son los constituyentes del gluten, trama 
cuales se clasifican de acuerdo a su 
uestra, por lo que son 
-UV, los cuales se basan en un fraccionamiento 
 resultan complementarios y de gran utilid
Fusarium spp. es un problema habitual 
 
 
es de su 
-PAGE) son 
ad 
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MATERIALES Y METODOS 
 
1 - Determinación de proteínas totales  
 
Las harinas utilizadas en los distintos análisis de este capítulo son las 
obtenidas en el ítem 2.3 de materiales y métodos del capítulo III. 
A partir del método Kjeldahl se determinó el contenido de nitrógeno de las 
harinas como estimativo del contenido de proteínas total. El mismo se realizó según 
la metodología estandarizada ISO/FDIS 20483:2013 (ISO 2013). Para la 
cuantificación se partió de 1 g de harina, a la cual se le agregó 8 g de catalizador de 
digestión (SeO2: 2,04%; K2SO4: 81,63%; CuSO4•5H2O: 16,33%), 12 mL de H2SO4, y 
dos fragmentos pequeños de cerámico roto que cumplieron el rol de perlas de 
ebullición. Se digirió la muestra a 450ºC hasta que la coloración de la misma se 
tornó verdosa (aproximadamente 30 min). Se dejó enfriar aproximadamente 15 min 
hasta que al tacto no queme (para evitar coagulación) y se agregaron a cada tubo 
75 mL de agua destilada. Utilizando un equipo de destilación, se agregaron 50 mL 
de solución de NaOH al 40% en el tubo de digestión y se burbujeó vapor de una 
solución de agua bórax: (Na2B4O7•10H2O: 0,003%). Se recolectaron 150 mL de 
destilado en un Erlenmeyer de 250 mL que contenía 25 mL de reactivo de titulación 
(ácido bórico: BO3H 1% con titulantes verde de bromocresol y rojo de metilo). Se 
tituló el destilado usando una bureta con HCl 0,1N. Se convirtió el valor de 
contenido de nitrógeno a contenido proteico con el factor de conversión para trigo 
(5,7) 
 
 
2 - Análisis por espectrofotometría-UV de proteínas del gluten 
 
La metodología empleada para este análisis se basa en un fraccionamiento 
secuencial de las proteínas del gluten. Los datos proteicos obtenidos por 
espectrofotometría expresan valores relativos de manera porcentual, resultando 
una técnica rápida y fiable, siendo por lo tanto útil en Programas de Mejoramiento 
del Trigo.  
La extracción a partir de las harinas de los distintos componentes proteicos 
del gluten para su análisis por espectrofotometría UV, se realizó de acuerdo al 
esquema de Hernández Espinosa et al. (2013). Las extracciones se realizaron por 
duplicado. Para la obtención de las distintas fracciones se procedió de la siguiente 
manera: 
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- Fracción monomérica: Se pesaron 10 mg de harina en un Eppendorf de 2 
mL, se agregaron 1,8 mL de una solución 2,3% NaI y 3,75% 2-propanol y se incubó 
por 15 min a temperatura ambiente. Se centrifugó 3 min a 16500 xg y se recuperó 
el sobrenadante. Esta fracción es rica en albúminas y gliadinas de bajo peso 
molecular. 
- Fracción polimérica soluble: Al precipitado resultante del paso de extracción 
anterior se le agregó 1,8 mL de una solución 2% SDS; 0,75% Tris; y 40% 2-
propanol, incubando por 15 min a temperatura ambiente. Se centrifugó 3 min a 
16500 xg y se recuperó el sobrenadante. Esta fracción es rica en gluteninas de bajo 
peso molecular. 
- Fracción polimérica insoluble: Al precipitado resultante del paso de 
extracción anterior se le agregó 1,8 mL de una solución 0,2% DTT y 50% 2-
propanol, y se incubó durante 75 min a 55ºC. Se centrifugó 3 min a 16500 xg y se 
recuperó el sobrenadante. Esta fracción es rica en gluteninas de alto peso 
molecular. 
 
Para obtener el valor de proteínas solubles total del gluten, se realizó la 
sumatoria de los valores obtenidos para cada una de las fracciones anteriores. 
El contenido proteico de las respectivas fracciones se midió por lectura directa 
a 280 nm utilizando un espectrofotómetro T60 UV-Visible (PG instruments).  
 
 
3 - Análisis de las subunidades de gluteninas  
 
Debido al rol preponderante de las gluteninas en la calidad de las harinas en 
la industria, se realizaron análisis más precisos de esta fracción. 
 
 
3.1 - Cromatografía líquida de alta eficacia por fase reversa 
 
La extracción proteica de gluteninas que a continuación se detalla es común 
para el análisis por RP-HPLC y SDS-PAGE. La misma se realizó por duplicado a 
partir de muestras de 50 mg de harina de acuerdo al protocolo propuesto por 
Naeem y Sapirstein (2007). La fracción de gliadinas se extrajo utilizando 500 µL de 
solución 1-propanol al 50% v/v, agitando con vórtex e incubando 15 min a 
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temperatura ambiente. Luego, las muestras fueron centrifugadas durante 3 min a 
15000 xg. A partir del pellet obtenido, se realizó la extracción de la fracción 
gluteninas totales (alto y bajo peso molecular, HMW y LMW respectivamente), para 
lo cual se añadió 150 µL de buffer de extracción (0,08M Tris-HCl, 1-propanol al 50% 
v/v, pH 7,5), y DTT al 1% p/v y se incubó 30 min a 60ºC. Luego, se agregó 150 µL 
de buffer de extracción, con 4-vinilpiridina al 4% v/v e incubó 30 min a 60ºC. Se 
centrifugaron las muestras 3 min a 15000 xg. Una alícuota de 150 µL del 
sobrenadante fue inmediatamente inyectada en HPLC para su análisis. El 
sobrenadante restante fue fraccionado en alícuotas de 50 µL y liofilizado para su 
posterior análisis por SDS-PAGE. El equipo de HPLC-FR utilizado es modelo 
Waters 717 con una columna de fase reversa Aquapore RP-300 7m, (tamaño de 
poro: 300 µm, tamaño de partícula 7 µm). Como solventes de corrida se utilizaron: 
solvente A (1 L): 1 L de agua y 80 µL de ácido trifluoroacético (TFA); solvente B (1 
L): 440 mL acetonitrilo (ACN), 560 mL agua destilada y 80 µL de TFA. El gradiente 
utilizado se detalla en la Tabla 4.1. La detección se realizó con un equipo de arreglo 
de diodos marca Waters a 206 nm. 
 
 
Tabla 4.1: Gradiente de la fase móvil de la cromatografía en fase reversa. 
 
Intervalo 
Porcentaje final 
del solvente B 
0-7 min 52% 
7-54 min 100% 
54-55 min 52% 
55-65 min 
52% 
(equilibrado) 
 
 
3.2 - Electroforesis en geles de poliacrilamida  
 
Las electroforesis en geles de poliacrilamida se realizaron en condiciones 
desnaturalizantes (Laemmli 1970). Cada gel estaba conformado por dos partes, un 
gel empaquetador (de poro grueso) en la parte superior, y el gel separador (al 8% 
de poliacrilamida) en la parte inferior. La preparación de los mismos se detalla en 
las Tablas 4.2 y 4.3.  
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Las muestras liofilizados en el ítem anterior, se resuspendieron en 300 µL de 
buffer de siembra con 4% SDS, 12% glicerol, 0,61% Tris–HCl, 5%                           
β-mercaptoetanol, 1% DTT y 0,01% Coomassie Brilliant Blue R 250, a pH 6,8. Se 
sonicaron por 30 min y luego se incubaron a 90ºC por 5 min.  
 
 
Tabla 4.2: Composición de los geles de poliacrilamida. 
 
Solución 
Gel separador 
(8%) 
Gel  
Empaquetador 
Acrilamida (30%) / Bis-acrilamida (0,8%) 1600 µL 400 µL 
Agua bidestilada 2900 µL 1500 µL 
Buffer separador 1500 µL - 
Buffer stacking - 620 µL 
Persulfato de amonio (APS) 10% 90 µL 40 µL 
N,N,N',N'-tetrametiletilenodiamina 
(TEMED) 
9 µL 10 µL 
 
 
Tabla 4.3: Composición de las soluciones buffer utilizadas en los geles de 
poliacrilamida. 
 
Reactivo 
Buffer 
separador 
Buffer  
empaquetador 
Buffer de 
corrida 
Tris 45,5 g 15,1 g 6 g 
SDS 1 g 1 g 2 g 
Glicina - - 28,8 g 
Volumen 
final 
250 mL 250 mL 2000 mL 
pH 8,8 6,8 8,3 
 
 
Se utilizó un equipo de electroforesis mini-PROTEAN Tetra cell (Bio-Rad), con 
un voltaje constante de 150 mV. Se sembraron 10 µL de muestra por calle, y 1 µL 
de marcador de peso molecular 10 - 180 kDa PageRuler (Thermo Fisher). 
Para la tinción de los geles, se realizaron en primer lugar tres lavados 
consecutivos con solución de 1ª fijación (Tabla 4.4) de 30 min. Posteriormente se 
realizaron tres lavados consecutivos con solución de lavado de 20 min cada uno 
con agitación moderada descartando nuevamente el líquido entre cada paso. 
Finalmente se agregaron 50 mL de solución de 2ª fijación, se incubó por 30 min y 
se agregó 1,5% de volumen de una solución con 2% Coomassie coloidal (G-250). 
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Finalmente se incubó durante 12 h y posteriormente se realizó una captura 
fotográfica con un equipo de foto-documentación BioRad, utilizando el software 
Quantity One (BioRad). 
 
 
Tabla 4.4: Composición de las soluciones de fijación de tinción. 
 
Reactivos 
Solución de 
1ª fijación 
Solución 
de lavado 
Solución 
de 2ª 
fijación 
Etanol (96%) 156,25 mL - 46,9 mL 
Ácido fosfórico 
(85%) 
11,76 mL 11,76 mL 29,4 mL 
Sulfato de amonio - - 37,5 g 
Volumen Final 500 mL 500 mL 250 mL 
 
 
El análisis del patrón de bandas se realizó utilizando el software GelAnalyzer 
2010, que permitió la asignación de peso molecular, así como una comparación de 
los efectos entre los distintos tratamientos (observado como cambios en la 
densidad de la señal de las bandas obtenidas). 
 
 
4 - Análisis de calidad de las harinas 
 
4.1 - Score de Payne 
 
A partir de los patrones obtenidos en los geles de poliacrilamida, se realizó un 
análisis de calidad de acuerdo al puntaje de calidad de gluteninas, o score 
desarrollado por Payne et al. (1987). Además, se estimó el efecto de la infección, 
de acuerdo a la reducción en las señales o bandas proteicas, medido por 
densitometría. 
 
 
4.2 - Test de Zeleny 
 
Como medida de calidad se empleó el índice de sedimentación de Zeleny de 
acuerdo al método estandarizado 56-61.02 de la AACC (2000). Se preparó una 
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solución de ácido láctico al 21,25%, y se la calentó con reflujo durante 6 h. Luego 
se mezcló 180 mL de esta solución con 200 mL de isopropanol y 620 mL de agua 
destilada (Solución 1). Se pesaron 3,2 g de harina en buretas de vidrio de 100 mL y 
se agregaron 50 mL de una solución de azul de bromofenol (4 mg/L). Utilizando un 
agitador de vaivén automático, se agitó por 5 min, luego de lo cual se agregaron 25 
mL de la solución 1, y se agitó por 5 min. Cumplido este tiempo, se colocó la bureta 
en posición vertical, se dejó sedimentar y se tomó el volumen de sedimentación a 
los 5 min exactos. 
 
 
5 - Análisis estadístico 
 
Los datos obtenidos se analizaron utilizando el programa ESTATISTICA 7 
(StatSoft). Se realizaron análisis de varianza (ANOVA), test de Fisher o LSD (low 
significant differences), test de correlación de Pearson, y análisis de componentes 
principales (PCA), con la finalidad de analizar la posible correlación entre las 
variables estudiadas. 
 
 
RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
1 - Determinación de proteínas totales 
 
La determinación de la concentración de proteínas totales por el método 
Kjeldahl nos permitió determinar un valor cuantitativo de referencia para la 
comercialización de los granos. Los valores proteicos de los tratamientos estuvieron 
comprendidos dentro del rango de 11,06–14,33%, con un valor promedio de 
11,93%. (Figura 4.1). El valor promedio para cultivares de trigo nacionales de 
acuerdo a lo reportado para el año de cosecha 2013 (Trigo Argentino 2013), fue de 
11,4%. Como se observa en la Figura 4.1, la mayoría de los cultivares mostraron 
valores superiores al promedio reportado en ese año, siendo sólo 5 tratamientos los 
que mostraron valores levemente menores. 
 
 Figura 4.1: Valores de proteína total obtenidos por método Kje
trigo infectados por los aislamientos 
 
Por otro lado, fue analiza la concentración proteica en relación al grado de 
infección de las harinas, de acuerdo al análisis por ANOVA (
análisis mostró diferencias significativas (
efecto del genotipo del cultivar, sin modificaciones significativas al considerar el 
factor aislamiento Fusarium graminearum
similares a los reportados por otros autores (
Wang et al. 2005; Terzi et al. 2007
caso no observaron alteraciones cuantitativas relevantes en las proteínas tot
resultantes de la infección.
 
Tabla 4.5: Análisis estadístico del 
aislamiento de F. graminearum
infectados. 
Efecto 
Intersección 
Cultivar 
Aislamiento 
Error 
ANOVA del valor de proteína total por Kjeldahl. 
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ldahl 
Am (  ); Az (  ); N (  ). 
Tabla
p < 0,05) entre los valores proteicos como 
 s.s. en la infección. Estos resu
Dexter et al. 1996; Prange et al. 2005; 
; Horvat et al. 2014), quienes como en nuestro 
 
efecto aditivo entre el cultivar de trigo y el 
 para la variable proteína total en los granos 
 
SC GL CM F 
13486,30 1 13486,30 23245,67 0,000
67,89 7 9,70 16,72 0,000
0,10 2 0,05 0,09 0,916
49,31 85 0,58   
SC: suma de cuadrados;
 CM: cuadrado medio. F: prueba F. Significancia p≤0,05.
Cultivares de trigo  
 
en cultivares de 
 4.5). Este 
ltados son 
ales 
p 
 
 
 
  
 GL: 
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En la Tabla 4.6 se resume la relación entre el contenido total de proteína y las 
variables analizadas en las plantas de trigo infectadas en cuanto a la agresividad y 
rendimiento. Uno de los objetivos principales en los Programas de Mejoramiento de 
Trigo, es la detección de cultivares que logren optimizar el rendimiento de 
producción (de acuerdo a la estimación del PMG) con la concentración proteica en 
sus granos. No obstante, la relación reportada de acuerdo a la bibliografía, resulta 
inversamente proporcional entre ambos parámetros (Kibite and Evans 1984; 
Guarda et al. 2004), la misma tendencia fue observada en este trabajo, donde la 
correlación entre ambos parámetros de acuerdo al test de Pearson fue de -0,42. 
 
 
Tabla 4.6: Correlación de Pearson entre el valor de la proteína total y las variables 
de agresividad y rendimiento de los granos infectados. 
 
Variable Correlación 
Incidencia 0,00 
Severidad -0,14 
%GD -0,10 
PMG -0,42 
IF -0,10 
ISK -0,07 
%GD: porcentaje de grados dañados; PMG: peso de mil granos; 
IF: índice de Fusarium. ISK: índice de incidencia, severidad y 
granos dañados. Se marcan en negrita los valores significativos. 
 
 
Como se muestra en la Tabla 4.6, si bien, para la totalidad de los parámetros 
analizados, la relación con el contenido de proteína total resulta inversamente 
proporcional, únicamente esa relación fue significativa para el valor de PMG o 
rendimiento. 
 
 
2 - Análisis por espectrofotometría-UV de proteínas del gluten 
 
La extracción secuencial proteica realizada a partir de las harinas de los 24 
tratamientos, para su análisis por espectrofotometría-UV, nos permitió un análisis 
semi-cuantitativo de la constitución proteica en los granos de trigo a partir de las 
tres fracciones obtenidas (Tabla 4.7). 
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Tabla 4.7: Relación porcentual de las fracciones proteicas del gluten para los 
diferentes cultivares. 
 
Cultivar 
FM FPS FPI 
% σ % σ % σ 
SRM Nogal  28,05 0,55 8,71 1,00 63,24 0,82 
Klein Tigre 28,44 1,45 8,90 0,55 62,66 1,46 
Bio INTA 
2005 
30,06 1,71 8,52 0,65 61,42 1,70 
Sy 200 28,58 1,17 8,38 0,42 63,05 1,56 
AGP Fast 39,02 1,30 9,758 1,05 51,22 0,41 
Buck Meteoro 36,17 1,17 10,43 1,19 53,41 2,24 
Bio INTA 
1005 
36,16 0,17 10,48 1,61 53,35 1,60 
Sy 100 35,57 3,14 9,67 0,67 54,76 3,10 
FM: fracción monomérica, con prevalencia de gliadinas; FPS: fracción polimérica 
soluble, con prevalencia de gliadinas de alto peso molecular y gluteninas de bajo 
peso molecular; FPI: fracción polimérica insoluble, con prevalencia de gluteninas 
de alto peso molecular; σ: desvío standard. 
 
 
En todos los cultivares bajo estudio, la fracción FPI resultó ser la más 
abundante, superando siempre el 50% del contenido proteico analizado. Esta 
proporción en las fracciones resultó ser diferente a la reportada anteriormente por 
Hernández Espinosa et al. (2013), donde el valor promedio reportado para la 
fracción FPI fue 39,2%, mientras que en las fracciones FPS y FM, se reportaron 
valores alrededor del 21% y el 39,8% respectivamente. En el trabajo de DuPont et 
al. (2005) observaron un valor promedio de 48% en la fracción correspondiente a 
las gluteninas, mediante métodos de extracción similares.  
Debe tenerse en cuenta en este tipo de análisis, que las diferencias 
observadas pueden deberse tanto al genotipo de los cultivares, a las condiciones 
de extracción, como a las condiciones ambientales las cuales abarcan desde 
factores meteorológicos a infecciones fúngicas (Espitia Rangel et al. 2003; De La 
Olán et al. 2010). Cada fracción es analizada a continuación en forma 
independiente. 
 
  
2.1 - Análisis de la fracción monomérica  
 
El efecto de la interacción cultivar/aislamiento sobre la fracción monomérica 
fue analizada estadísticamente por el test de ANOVA. En la Tabla 4.8 se muestran 
los resultados obtenidos. 
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Tabla 4.8: Análisis de la varianza de la fracción monomérica para el efecto 
interacción cultivar-aislamiento en los tratamientos. 
 
Efecto SC GL CM F p 
Intersección 9,91 1 9,91 5112,52 0,000 
Cultivar 0,11 7 0,02 8,11 0,000 
Aislamiento 0,00 2 0,00 0,19 0,831 
Interacción cultivar x 
aislamiento 
0,03 14 0,00 0,96 0,504 
Error 0,14 71 0,00     
ANOVA factorial de la fracción FM. SC: suma de cuadrados; GL: grados de libertad; CM: cuadrado 
medio. F: prueba F. Significancia p≤0,05. 
 
De los resultados obtenidos se desprende que no se evidenció un efecto 
sinérgico en la infección, como resultado de la interacción entre el huésped y el 
patógeno. Por lo tanto, se decidió profundizar el análisis realizando un ANOVA de 
efecto aditivo, el cual se muestra en la Tabla 4.9. 
 
 
Tabla 4.9: Análisis de la varianza de la fracción monomérica para el efecto aditivo 
de la interacción cultivar-aislamiento en los tratamientos. 
 
 
Efecto SC GL CM F p 
Intersección 9,92 1 9,92 5153,96 0,000 
Cultivar 0,11 7 0,02 8,11 0,000 
Aislamiento 0,00 2 0,00 0,19 0,823 
Error 0,16 85 0,00     
ANOVA aditivo de la fracción FM. SC: suma de cuadrados; GL: grados 
de libertad; CM: cuadrado medio. F: prueba F. Significancia p≤0,05. 
 
 
A partir del análisis de efecto aditivo, se determinó que la variación en la 
fracción monomérica se debió a un efecto significativo del cultivar analizado. 
 
 
2.2 - Análisis de la fracción polimérica soluble  
 
Al igual que para la fracción anterior, se analizó el efecto interacción 
planta/patógeno para la fracción FPS mediante un análisis de ANOVA (Tabla 4.10). 
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Tabla 4.10: Análisis de la varianza de la fracción polimérica soluble para el efecto 
interacción cultivar-aislamiento en los tratamientos. 
 
Efecto SC GL CM F p 
Intersección 0,80 1 0,80 1604,67 0,000 
Cultivar 0,01 7 0,00 1,83 0,094 
Aislamiento 0,00 2 0,00 3,68 0,030 
Interacción cultivar x 
aislamiento 
0,01 14 0,00 1,01 0,453 
Error 0,03 71 0,00     
ANOVA factorial de la fracción FPS. SC: suma de cuadrados; GL: grados de libertad; CM: cuadrado 
medio. F: prueba F. Significancia p≤0,05. 
 
 
Similar al análisis para la fracción proteica FM, no se evidenció un efecto 
sinérgico de la interacción entre la variedad de trigo y el aislamiento. Por esta razón 
se prosiguió con un análisis de efecto aditivo (Tabla 4.11). 
 
 
Tabla 4.11: Análisis de la varianza de la fracción polimérica soluble para el efecto 
aditivo de la interacción cultivar-aislamiento en los tratamientos. 
 
Efecto SC GL CM F p 
Intersección 0,80 1 0,80 1605,60 0,000 
Cultivar 0,01 7 0,00 1,83 0,091 
Aislamiento 0,00 2 0,00 3,67 0,029 
Error 0,04 85 0,00     
ANOVA de la fracción FPS. SC: suma de cuadrados; GL: grados de 
libertad; CM: cuadrado medio. F: prueba F. Significancia p≤0,05. 
 
 
Como se observa en la Tabla 4.11, el efecto del aislamiento produjo 
diferencias significativas sobre la fracción FPS, por lo cual se analizó el efecto de la 
variable aislamiento a partir del test de Fisher (Tabla 4.12).  
 
Tabla 4.12: Test de Fisher para el efecto del aislamiento de Fusarium graminearum 
sobre la fracción FPS. 
 
Aislamiento Media 1 2 
N 0,08 **** 
 
Az 0,09 **** **** 
Am 0,10   **** 
1 y 2: grupos de significancia homogénea. 
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Como se observa, los aislamientos Am y N de acuerdo a este tipo de test 
estadístico poseen diferencias significativas en cuanto a su efecto sobre la fracción 
FPS, no así para el aislamiento Az.  
 
 
2.3 - Análisis de la fracción polimérica insoluble  
 
Los datos obtenidos del análisis de la fracción FPI de acuerdo a ANOVA, se 
observan en las Tablas 4.13 y 4.14. 
 
 
Tabla 4.13: Análisis de la varianza de la fracción polimérica insoluble para el efecto 
interacción cultivar-aislamiento en los tratamientos. 
 
Efecto SC GL CM F p 
Intersección 32,63 1 32,63 1513,53 0,000 
Cultivar 0,31 7 0,04 2,09 0,056 
Aislamiento 0,00 2 0,00 0,01 0,988 
Interacción cultivar x 
aislamiento 
0,05 14 0,00 0,17 1,000 
Error 1,53 71 0,02     
ANOVA factorial de la fracción FPI. SC: suma de cuadrados; GL: grados de libertad; CM: cuadrado 
medio. F: prueba F. Significancia p≤0,05. 
 
 
 
 
Tabla 4.14: Análisis de la varianza de la fracción polimérica insoluble para el efecto 
aditivo de la interacción cultivar-aislamiento en los tratamientos.  
 
Efecto SC GL CM F p 
Intersección 32,74 1 32,74 1757,73 0,000 
Cultivar 0,31 7 0,04 2,41 0,026 
Aislamiento 0,00 2 0,00 0,01 0,990 
Error 1,58 85 0,02     
ANOVA de la fracción FPI SC: suma de cuadrados; GL: grados de 
libertad; CM: cuadrado medio. F: prueba F. Significancia p≤0,05. 
 
 
Al igual que para la fracción FM, en la fracción FPI se detectaron diferencias 
significativas debidas al tipo de cultivar empleado. 
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Como se observa, la fracción FPS mostró diferencias significativas entre los 
tratamientos debido al efecto del aislamiento, mientras las demás fracciones sólo 
mostraron diferencias debido al aporte genético del cultivar. 
 
3 - Análisis de gluteninas por cromatografía líquida de alta eficacia por fase 
reversa 
 
Para el análisis de las proteínas gluteninas, fueron seleccionados los 
tratamientos pertenecientes a los cultivares Sy 200, AGP Fast y Klein Tigre en 
combinación con los tres aislamientos (tratamientos nº 10, 11, 12, 19, 20, 21, 22, 23 
y 24 de la Tabla 3.5, Resultados y discusión, capítulo III). Los mismos se 
seleccionaron por presentar amplitud en la respuesta de severidad frente a la 
enfermedad, de manera de analizar los cambios proteicos en relación al grado de 
infección de las muestras.  
A partir de los extractos proteicos obtenidos en el ítem 3.1 de materiales y 
método, se obtuvieron las muestras para analizar en HPLC. Los correspondientes 
cromatogramas mostraron una discriminación entre gluteninas de alto y bajo peso 
molecular, de acuerdo a lo reportado en diversos trabajos (Suchy et al. 2003; 
Naeem and Sapirstein 2007; Qian et al. 2008). Los picos proteicos fueron 
identificados de acuerdo al tiempo de retención, y se calcularon sus áreas 
correspondientes utilizando el programa Empower Software. A continuación se 
muestran 3 cromatogramas representativos del perfil proteico de los cultivares bajo 
estudio y un control (Figura 4.2). 
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3.1 - Análisis del cultivar Sy 200 
 
A partir de los valores de área obtenidos por la integración de picos proteicos en 
los cromatogramas resultantes del cultivar Sy 200 (tratamientos 10, 11 y 12) se 
confeccionó una matriz de correlación de Pearson, como se observa en la Tabla 4.15.  
 
Tabla 4.15: Matriz de correlación de Pearson entre las áreas de picos proteicos 
obtenidos por HPLC en el cultivar Sy 200. 
 
  P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 
P1 - 0,97 0,92 0,91 0,80 0,92 0,17 0,65 -0,32 0,83 
P2 0,97 - 0,90 0,96 0,78 0,95 0,22 0,67 -0,33 0,76 
P3 0,92 0,90 - 0,83 0,68 0,85 -0,09 0,50 -0,41 0,61 
P4 0,91 0,96 0,83 - 0,90 1,00 0,30 0,59 -0,05 0,74 
P5 0,80 0,78 0,68 0,90 - 0,91 0,36 0,48 0,31 0,81 
P6 0,92 0,95 0,85 1,00 0,91 - 0,25 0,55 -0,05 0,73 
P7 0,17 0,22 -0,09 0,30 0,36 0,25 - 0,74 0,39 0,57 
P8 0,65 0,67 0,50 0,59 0,48 0,55 0,74 - -0,21 0,80 
P9 -0,32 -0,33 -0,41 -0,05 0,31 -0,05 0,39 -0,21 - 0,04 
P10 0,83 0,76 0,61 0,74 0,81 0,73 0,57 0,80 0,04 - 
Se marcan en negrita las correlaciones que resultaron significativas (p<0,05). 
 
 
Los valores obtenidos a partir del cálculo de las áreas correspondientes a los 
picos proteicos del grupo lo gluteninas de alto peso molecular (P1-P7) mostraron alta 
correlación entre sí, lo cual evidencia un comportamiento similar entre los picos, por lo 
que un aumento o disminución en la señal en un pico es directamente proporcional al 
comportamiento de los demás. Por otro lado, los datos de integración obtenidos a 
partir de los picos proteicos de bajo peso molecular (P8-P10) no mostraron correlación 
entre ellos. 
A partir del análisis de componentes principales (PCA) se observaron 
agrupaciones debido al comportamiento diferencial entre los mismos. Al utilizar 
solamente los picos correspondientes a la región de gluteninas de alto peso molecular 
se obtuvieron dos componentes que explicaron el 80,85% del comportamiento (Tabla 
4.16). 
 
  
Tabla 4.16: Análisis de componentes principales para los picos proteicos de gluteninas 
de alto peso molecular por HPLC del cultivar Sy 200.
 
Componente Eigenvalues
1 
2 
 
Al realizar la representación de los vectores producto del análisis de PCA, se 
puede observar que para el primer componente el P7 presenta un comportamiento 
diferencial al resto, teniendo un valor más cercano a 0 que los demás. A su vez, 
respecto al segundo componente, los picos se agrupan alrededor de valores cercanos 
a 0, a excepción nuevamente del valor de P7 que se distancia. (
 
Figura 4.3: Representación gráfica de los componentes 1 y 2 obtenidos del análisis de 
PCA para los picos de gluteninas de alto peso molecular en el cultivar Sy 200.
 
Al agregar al análisis los datos correspondientes a los picos proteicos de la 
región de bajo peso molecular, se obtuvieron nuevamente dos componentes, pero que 
explicaron el 84,78% de la varianza (
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 Varianza 
Eigenvalue 
acumulado 
Varianza 
acumulada
4,66 66,52 4,66 66,52
1,00 14,33 5,66 80,85
Figura 
Tabla 4.17).  
 
 
 
 
4.3). 
 
 
Tabla 4.17: Análisis de componentes principales para las áreas
de gluteninas de alto y bajo peso molecular por HPLC del cultivar Sy 200.
 
Componente Eigenvalues
1 
2 
 
 
Se observa en la distribución de 
agrupamiento, mientras que el resto de los mismos quedaron agrupados (
Es destacable que exceptuando P5 y P7, todos los picos correspondientes a HMW
dieron negativo para el segundo componente
 
Figura 4.4: Representación gráfica de los componentes 1 y 2 obtenidos del análisis de 
PCA para todos los picos de HPLC en el cultivar Sy 200.
 
Para observar la posible relación entre los cambios proteicos analizados a partir 
de los cromatogramas obtenidos por HPLC y las variables de agresividad y 
rendimiento (ítem 3.1, Materiales y métodos, capítulo III) se
correlación (Tabla 4.18). 
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 de los picos proteicos 
 Varianza 
Eigenvalue 
acumulado 
Varianza 
acumulada
6,71 61,01 6,71 61,01
2,61 23,77 9,33 84,78
los vectores, que los picos P7 y P9 se alejan del 
.  
 
 confeccionó una matriz de 
 
 
 
 
Figura 4.4). 
-GS 
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Tabla 4.18: Correlación de Pearson entre las áreas de picos proteicos obtenidas por 
HPLC y variables de rendimiento y agresividad para el cultivar Sy 200. 
 
Pico 
proteico 
Proteína 
total 
Incidencia Severidad %GD PMG IF ISK 
P1 0,21 -0,83 -0,44 -0,17 0,56 -0,87 -0,71 
P2 0,09 -0,74 -0,47 -0,26 0,60 -0,82 -0,68 
P3 0,22 -0,69 -0,50 -0,32 0,68 -0,76 -0,67 
P4 0,23 -0,63 -0,49 -0,29 0,65 -0,70 -0,62 
P5 0,60 -0,62 -0,51 -0,27 0,63 -0,61 -0,61 
P6 0,27 -0,62 -0,50 -0,29 0,66 -0,69 -0,62 
P7 0,20 -0,40 -0,55 -0,48 0,35 -0,41 -0,53 
P8 0,11 -0,83 -0,74 -0,59 0,62 -0,88 -0,89 
P9 0,64 0,26 -0,12 -0,13 0,08 0,36 0,11 
P10 0,48 -0,93 -0,56 -0,28 0,53 -0,90 -0,84 
HMW HPLC 0,24 -0,74 -0,51 -0,28 0,65 -0,80 -0,70 
LMW HPLC 0,37 -0,83 -0,64 -0,43 0,53 -0,83 -0,83 
%GD: porcentaje de grados dañados; PMG: peso de mil granos; IF: índice de Fusarium. 
ISK: índice de incidencia, severidad y granos dañados. Se marcan en negrita los valores 
significativos (p<0,05). Los valores de las variables HMW-GS y LMW-GS se obtuvieron 
sumando las áreas correspondientes a cada grupo. 
 
 
Las correlaciones entre los valores de las áreas de los picos de HPLC y las 
variables de agresividad mostraron una tendencia negativa entre estos parámetros. 
Contrariamente, la correlación entre la variable de rendimiento (PMG) y los valores 
obtenidos por cromatografía mostraron una tendencia positiva. 
Para comparar el efecto de los aislamientos sobre los valores proteicos se 
consideró como 100% de señal a los valores obtenidos para el aislamiento N (el 
menos agresivo), en relación a los valores de los otros aislamientos. En la Tabla 4.19 
se observan diferencias significativas para los valores promedios de las proteínas de 
alto peso molecular para los picos proteicos P2, P4, P6 y P7. Los resultados 
obtenidos, adscriben una menor agresividad para el aislamiento N evidenciado por una 
menor degradación proteica. 
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Tabla 4.19: Comparación porcentual entre el efecto de los aislamientos Am y Az 
respecto al aislamiento N para las áreas de los picos proteicos obtenidos por HPLC en 
el cultivar Sy 200. 
 
Pico 
Efecto Am 
(%) 
Efecto Az 
(%) 
p 
P1 82,65 85,20 0,152 
P2 97,81 97,89 0,042 
P3 79,01 79,07 0,079 
P4 84,21 89,18 0,030 
P5 89,09 80,38 0,294 
P6 82,13 89,49 0,033 
P7 82,97 66,46 0,029 
P8 71,80 65,85 0,287 
P9 86,55 73,14 0,702 
P10 89,74 86,58 0,526 
HMW-GS 87,47 88,14 0,041 
LMW-GS 83,91 76,65 0,315 
Los valores expresados en esta Tabla fueron considerados utilizando los valores del aislamiento N como 
el 100%. HMW-GS y LMW-GS se obtuvieron sumando las áreas correspondientes a cada grupo. El p fue 
calculado con un análisis de ANOVA. Se marcan en negrita los valores significativos (p<0,05). 
 
 
3.2 - Análisis del cultivar AGP Fast 
 
De igual manera que con el cultivar anterior, se realizó una matriz de correlación 
para comparar el comportamiento de los picos obtenidos por HPLC en el cultivar AGP 
Fast (Tabla 4.20). 
 
 
Tabla 4.20: Matriz de correlación de Pearson entre las áreas de los picos proteicos 
obtenidos por HPLC en el cultivar AGP Fast. 
 
  P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 
P1 - 0,82 0,82 0,89 0,81 -0,49 0,81 0,81 0,83 
P2 0,82 - 0,97 0,98 0,89 0,00 0,62 0,57 0,64 
P3 0,82 0,97 - 0,96 0,92 -0,02 0,56 0,60 0,66 
P4 0,89 0,98 0,96 - 0,94 -0,15 0,68 0,63 0,69 
P5 0,81 0,89 0,92 0,94 - -0,28 0,80 0,82 0,81 
P6 -0,49 0,00 -0,02 -0,15 -0,28 - -0,51 -0,18 -0,21 
P7 0,81 0,62 0,56 0,68 0,80 -0,51 - 0,85 0,89 
P8 0,81 0,57 0,60 0,63 0,82 -0,18 0,85 - 0,91 
P9 0,83 0,64 0,66 0,69 0,81 -0,21 0,89 0,91 - 
Se marcan en negrita las correlaciones que resultaron significativas (p<0,05). 
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En esta matriz puede observarse que la mayoría de las áreas de los picos 
mostraron correlaciones significativas entre los valores correspondientes a las HMW-
GS (P1-P5). Esta alta correlación también se muestra para las áreas de los picos de 
LMW-GS (P6-P9). 
Al realizar un análisis de componentes principales utilizando solamente las áreas 
de los picos P1-P5 (HMW-GS), se obtuvo un único componente, por lo que se 
procedió a agregar al set de datos los valores correspondientes al P6-P9. Con esto se 
obtuvieron dos componentes, que explicaron el 88% de la varianza total (Tabla 4.21). 
 
 
Tabla 4.21: Análisis de componentes principales para las áreas de los picos proteicos 
de gluteninas de alto y bajo peso molecular por HPLC del cultivar AGP Fast. 
 
Componente Eigenvalues Varianza 
Eigenvalue 
acumulado 
Varianza 
acumulada 
1 7,38 73,89 7,38 73,89 
2 1,45 14,58 8,84 88,48 
 
 
Al representar los vectores producto del análisis de PCA (Figura 4.5), se puede 
observar como las áreas de los picos de HMW-GS se agrupan. Los valores de los 
picos correspondientes a las LMW-GS también mostraron agrupamiento, cercano al de 
gluteninas de alto peso, pero se puede apreciar como el segundo componente 
generado diferencia a estos dos grupos asignándole valores de signos opuestos. 
 
 
Figura 4.5: Representación gráfica de los componentes 1 y 2 obtenidos del análisis de 
PCA para todos los picos de HPLC en el cultivar AGP Fast.
 
 
Para analizar la relación entre la respuesta por HPLC y las variables de 
agresividad y rendimiento (ítem 
una matriz de correlación entre los parámetros (
 
 
Tabla 4.22: Correlación de Pearson entre las áreas de picos proteicos obtenidas por 
HPLC y variables de rendimiento y agresividad para el cultivar AGP Fast.
 
Pico 
proteicos 
Proteína 
total 
P1 -0,59 
P2 -0,18 
P3 -0,13 
P4 -0,30 
P5 -0,39 
P6 0,95 
P7 -0,68 
P8 -0,29 
P9 -0,30 
HMW HPLC -0,35 
LMW HPLC -0,31 
%GD: porcentaje de grados dañados; PMG: peso de 
índice de incidencia, severidad y granos dañados. Se marcan en negrita los valores 
significativos (p<0,05). Los valores de las variables HMW
sumando las áreas correspondientes a cada grupo.
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3.1, Materiales y métodos, capítulo III) se
Tabla 4.22). 
Incidencia Severidad %GD PMG 
-0,57 -0,82 -0,83 0,66 
-0,67 -0,86 -0,80 0,69 
-0,72 -0,88 -0,83 0,78 
-0,66 -0,91 -0,86 0,76 
-0,83 -0,99 -0,97 0,88 
0,23 0,27 0,41 -0,57 
-0,81 -0,86 -0,90 0,74 
-0,86 -0,87 -0,87 0,67 
-0,83 -0,87 -0,89 0,70 
-0,73 -0,96 -0,93 0,81 
-0,87 -0,89 -0,88 0,64 
mil granos; IF: índice de Fusarium.
-GS y LMW-GS se obtuvieron 
 
 
 confeccionó 
 
IF ISK 
-0,74 -0,73 
-0,78 -0,78 
-0,82 -0,82 
-0,82 -0,81 
-0,94 -0,94 
0,42 0,30 
-0,88 -0,87 
-0,84 -0,89 
-0,86 -0,89 
-0,88 -0,88 
-0,85 -0,90 
 ISK: 
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En esta matriz, puede observarse una correlación negativa significativa alta entre 
los mismos, principalmente con las variables severidad y % GD. 
Para comparar el efecto del aislamiento se procedió de la misma manera que 
con el cultivar anterior, considerando como 100% de señal a los valores obtenidos 
para el aislamiento N (el menos agresivo), en relación a los valores de los otros 
aislamientos. En la Tabla 4.23 se observan los datos obtenidos. El aislamiento Az 
produjo una menor intensidad de la señal, comparado con el aislamiento Am, mientras 
que el aislamiento N fue el que produjo menores cambios proteicos.  
 
 
Tabla 4.23: Comparación porcentual entre el efecto de los aislamientos Am y Az 
respecto al aislamiento N para las áreas de los picos proteicos obtenidos por HPLC en 
el cultivar AGP Fast. 
 
Pico 
proteico 
Efecto Am 
(%) 
Efecto Az 
(%) 
p 
P1 82,84 46,37 0,147 
P2 71,29 49,97 0,103 
P3 66,23 53,24 0,111 
P4 62,42 22,82 0,049 
P5 48,28 15,57 0,009 
P6 75,20 125,70 0,472 
P7 71,43 34,93 0,078 
P8 25,33 15,25 0,077 
P9 37,16 49,64 0,061 
HMW-GS 68,26 41,10 0,022 
LMW-GS 57,26 45,68 0,054 
Los valores expresados en esta Tabla fueron considerados utilizando los valores del aislamiento N como 
el 100%. HMW-GS y LMW-GS se obtuvieron sumando las áreas correspondientes a cada grupo. El p fue 
calculado con un análisis de ANOVA. Se marcan en negrita los valores significativos. 
 
 
3.3 - Análisis del cultivar Klein Tigre 
 
A partir de los perfiles proteicos obtenidos por HPLC para el cultivar Klein Tigre, 
se calcularon las áreas de los picos proteicos, y se construyó la siguiente matriz de 
correlación de Pearson: 
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Tabla 4.24: Matriz de correlación de Pearson entre las áreas de los picos proteicos 
obtenidos por HPLC en el cultivar Klein Tigre. 
 
  P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 
P1 - 0,76 -0,57 0,80 0,75 0,73 -0,38 0,58 0,42 -0,04 
P2 0,76 - -0,16 0,96 0,84 0,81 -0,19 0,46 0,69 0,60 
P3 -0,57 -0,16 - -0,09 -0,12 -0,23 0,54 -0,70 0,40 0,44 
P4 0,80 0,96 -0,09 - 0,95 0,91 0,02 0,49 0,82 0,53 
P5 0,75 0,84 -0,12 0,95 - 0,97 0,25 0,58 0,85 0,47 
P6 0,73 0,81 -0,23 0,91 0,97 - 0,25 0,74 0,75 0,47 
P7 -0,38 -0,19 0,54 0,02 0,25 0,25 - 0,01 0,48 0,32 
P8 0,58 0,46 -0,70 0,49 0,58 0,74 0,01 - 0,12 0,13 
P9 0,42 0,69 0,40 0,82 0,85 0,75 0,48 0,12 - 0,60 
P10 -0,04 0,60 0,44 0,53 0,47 0,47 0,32 0,13 0,60 - 
Se marcan en negrita las correlaciones que resultaron significativas. 
 
 
Similar a los resultados obtenidos para los demás cultivares bajo estudio, la 
matriz muestra una correlación significativa alta entre la mayoría de los picos 
correspondientes a las HMW-GS (P1-P6). Por otro lado, para los valores de los picos 
correspondientes a las LMW-GS la correlación fue positiva, aunque no significativa. 
Al realizar el análisis de componentes principales de los picos de gluteninas de 
alto peso molecular (Tabla 4.25) se obtuvieron dos componentes que explicaron el 
93,33% del total de la varianza. 
 
 
Tabla 4.25: Análisis de componentes principales para las áreas de los picos proteicos 
de gluteninas de alto peso molecular por HPLC del cultivar Klein Tigre. 
 
Componente Eigenvalues Varianza 
Eigenvalue 
acumulado 
Varianza 
acumulada 
1 4,48 74,58 4,48 74,58 
2 1,12 18,74 5,60 93,33 
 
 
Al analizar los vectores generados por el análisis de PCA, se puede observar 
que el P3 muestra un valor diferencial debido al componente 1, mientras que el P1 
muestra una posición diferencial en el componente 2. Esto puede observarse en la 
Figura 4.6. 
 
 
Figura 4.6: Representación gráfica de los componentes 1 y 2 obtenidos del análisis de 
PCA para los picos de gluteninas de alto peso molecular en el cultivar Klein Tigre.
 
 
Al agregar al análisis los valores de gluteninas de bajo peso molecular se 
generaron nuevamente 2 componentes que explicaron esta vez el 82,75% de la 
varianza (Tabla 4.26). 
 
 
Tabla 4.26: Análisis de componentes principales para las áreas 
de gluteninas por HPLC del Klein Tigre.
 
Componente Eigenvalues
1 
2 
 
 
Al realizar este análisis, los picos correspondientes a la gluteninas de alto peso 
molecular, conservaron la misma agrupación que cuando se analizaron 
picos de bajo peso molecular se mostraron de manera dispersa (
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de los picos proteicos 
 
 Varianza 
Eigenvalue 
acumulado 
Varianza 
acumulada
5,67 56,74 5,67 56,74
2,60 26,01 8,27 82,75
Figura
 
 
 
 
 
solos. Los 
 4.7). 
Figura 4.7: Representación gráfica de los componentes 1 y 2 obtenidos del análisis de 
PCA para todos los picos de HPLC en el cultivar Klein Tigre.
 
 
A partir de los datos de las áreas calculadas de los perfiles proteicos obtenidos 
por HPLC, y los valores de agresividad y rendimiento se confeccionó la siguiente 
matriz de correlación (Tabla 4.27)
 
Tabla 4.27: Correlación de Pearson entre las áreas de picos proteicos obtenidas por 
HPLC y variables de rendimiento y agresividad para el cultivar Klein Tigre.
 
Pico 
proteico 
Proteína 
total 
P1 0,23 
P2 0,55 
P3 -0,34 
P4 0,25 
P5 -0,02 
P6 -0,02 
P7 -0,70 
P8 0,18 
P9 -0,13 
P10 0,40 
HMW HPLC 0,31 
LMW HPLC -0,25 
%GD: porcentaje de grados dañados; PMG: peso de 
ISK: índice de incidencia, severidad y granos dañados. Se marcan en negrita los valores 
significativos. Los valores de las variables HMW
áreas de picos correspondientes a cada grupo.
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:  
Incidencia Severidad %GD PMG 
0,34 0,18 0,07 -0,13 0,23
-0,04 -0,52 -0,53 0,37 -0,32
-0,94 -0,82 -0,92 0,99 -0,98
-0,24 -0,49 -0,58 0,50 -0,44
-0,46 -0,46 -0,60 0,59 -0,55
-0,55 -0,58 -0,71 0,70 -0,66
-0,95 -0,44 -0,55 0,73 -0,78
-0,69 -0,99 -0,98 0,91 -0,91
-0,61 -0,55 -0,70 0,72 -0,69
-0,55 -0,97 -0,92 0,79 -0,81
-0,06 -0,33 -0,42 0,33 -0,26
-0,78 -0,56 -0,67 0,73 -0,76
mil granos; IF: índice de
-GS y LMW-GS se obtuvieron sumando las 
 
 
 
IF ISK 
 0,25 
 -0,30 
 -0,98 
 -0,42 
 -0,53 
 -0,64 
 -0,79 
 -0,90 
 -0,67 
 -0,80 
 -0,23 
 -0,75 
 Fusarium. 
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En esta matriz se puede observar que los valores de los picos decrecen a 
mayores niveles de severidad o incidencia (expresado como una correlación negativa 
entre estos parámetros). Este resultado es similar al obtenido con el cultivar para los 
otros cultivares analizados. De igual manera, la correlación entre los valores de HPLC 
y el de PMG dio positivas respondiendo similar a los anteriores cultivares. 
Al analizar el efecto del aislamiento en cada uno de los picos (Tabla 4.28), se 
observa que exceptuando el P3 y el P7, todos valores obtenidos para los picos 
relacionados con los aislamientos Am y Az fueron menores en comparación con el 
aislamiento N. 
 
 
Tabla 4.28: Comparación porcentual entre el efecto de los aislamientos Am y Az 
respecto al aislamiento N para las áreas de los picos proteicos obtenidos por HPLC en 
el cultivar Klein Tigre. 
 
Pico 
proteico 
Efecto 
Am (%) 
Efecto Az 
(%) 
p 
P1 92,43 68,85 0,172 
P2 82,10 50,59 0,004 
P3 127,86 117,75 0,748 
P4 86,24 55,94 0,005 
P5 79,70 58,66 0,034 
P6 74,43 52,43 0,048 
P7 93,28 103,08 0,898 
P8 26,97 22,09 0,413 
P9 93,65 74,68 0,324 
P10 85,78 75,83 0,580 
HMW-GS 89,03 54,92 0,008 
LMW-GS 67,21 65,84 0,166 
Los valores expresados en esta Tabla fueron considerados utilizando los valores del aislamiento N como 
el 100%. HMW-GS y LMW-GS se obtuvieron sumando las áreas correspondientes a cada grupo. El p fue 
calculado con un análisis de ANOVA. Se marcan en negrita los valores significativos. 
 
 
Resumiendo, los datos obtenidos para los tres cultivares mostraron que los 
valores de las áreas proteicas correspondientes a las HMW-GS resultaron en su 
mayoría agrupados de acuerdo al análisis de PCA. Esto indica que estas proteínas 
tuvieron un comportamiento similar ante el efecto de la enfermedad, lo que les permitió 
este agrupamiento. Por otro lado, el análisis de las proteínas LMW-GS mostró un 
comportamiento disperso para el cultivar Klein Tigre. Estos resultados estuvieron en 
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concordancia con los observados en las matrices de correlación, donde las proteínas 
de la fracción HMW-GS mostraron, en su mayoría, correlaciones altas y significativas.  
La comparación entre las variables de agresividad y rendimiento y los valores 
obtenidos por HPLC para las gluteninas, mostró que la mayoría de los componentes 
de este grupo proteico tuvo una correlación significativa con las variables mencionadas 
como producto de la enfermedad. Esto quiere decir que para los cultivares estudiados, 
mayores niveles de infección (medidos como severidad o porcentaje de granos 
dañados) significaron menores niveles de gluteninas, que son responsables de la 
elasticidad y cohesividad de la masa. Resultados similares fueron reportados por 
Wang et al. 2005, quienes observaron que a mayores niveles de infección con 
Fusarium culmorum, disminuía el porcentaje de gluteninas, en especial las HMW-GS. 
Eggert et al. (2010) compararon los efectos entre una infección natural y una artificial, 
observando que esta última mostró valores proteicos más bajos para la mayoría de las 
fracciones estudiadas. 
A partir de los datos obtenidos para los tratamientos analizados, se observó una 
concordancia en relación al grado de agresividad adscripto a los aislamientos en el 
capítulo III, de acuerdo a los valores medidos de la enfermedad en los cultivares bajo 
estudio. Por lo tanto, el aislamiento N mostró los valores de señal más altos para la 
mayoría de los picos proteicos analizados, lo cual indicaría una menor degradación 
proteica en el trigo. 
 
 
4 - Análisis de gluteninas de alto peso molecular por electroforesis en geles de 
poliacrilamida. 
 
Los extractos proteicos obtenidos de acuerdo a lo especificado en materiales y 
métodos fueron sembrados en geles de poliacrilamida en condiciones 
desnaturalizantes. El análisis a partir de las bandas proteicas observadas en los geles, 
se realizó para las gluteninas de alto peso molecular. Con esta técnica se pudo 
identificar los alelos correspondientes de las bandas proteicas, comparar los efectos 
de la infección en las bandas de alto peso molecular en los tres cultivares estudiados 
en la sección de HPLC y determinar el score de calidad en las harinas.  
 
 
 
 
 
4.1 - Identificación alélica
 
En primer lugar se realizaron geles para la identificación alélica 
de alto peso molecular de los 8 cultiv
muestra un gel representativo de los perfiles obtenidos (
 
 
Figura 4.8: Perfil de gluteninas
peso molecular; 1: SRM Nogal; 2: Sy 100; 3: BioINTA 2005; 4: Sy 200; 5: Buck 
Meteoro; 6: BioINTA 1005; 7: AGP Fast; 8: Klein Tigre; T: 
 
Tabla 4.29: Identificación alélica del perfil de gluteninas de alto 
SDS-PAGE. 
 
Cultivar
SMR Nogal 
Sy 100
BioINTA 2005
Sy 200
Buck Meteoro
BioINTA 1005
AGP Fast
Klein Tigre
A1, B1 y D1 corresponden
 
94 
 
ares bajo estudio y el testigo. A continuación se 
Figura 4.8 y Tabla
 de cultivares de trigo bajo estudio. M: Marcador de 
Testigo Sumai 3.
peso molecular por 
 A1 B1 D1 
 - 7+8 5+10 
 - 6+8 5+10 
 - 7+9 5+10 
 - 6+8 5+10 
 1 7+8 5+10 
 1 7+9 5+10  
 - 13+16 5+10 
 - 7+9 5+10 
 a los genes del complejo Glu-1. 
de las proteínas 
 4.29). 
 
 
4.2 - Análisis de la infección
 
Posteriormente se seleccionaron los mismos cultivares utilizados en el ensayo 
de HPLC (tratamientos nº 10, 11, 12, 19, 20, 21, 22, 23 y 24; 
discusión, capítulo III) para analizar el efecto de la infección, utilizando los valores de 
los densitograma correspondientes. Los resultados de cada cultivar se muestran en la 
Figura 4.9. 
 
 
Figura 4.9: Geles de poliacrilamida
cultivar Sy 200; B: Perfiles del cultivar AGP Fast; C: Perfiles del cultivar Klein Tigre.
Tratamientos: T10-T24. M: marcadores moleculares. T: testigo.
 
4.2.1 - Análisis del cultivar Sy 200
 
A partir del análisis de las bandas proteicas con el
se obtuvieron los valores de densidad de las mismas, lo cual permitió su análisis en 
relación a la magnitud de la señal. A partir de estos resultados se confeccionó una 
matriz de correlación de Pearson (
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Tabla 3.5
 para el análisis de densitometría. A: 
 
 
 programa GelAnalyzer2010, 
Tabla 4.30).  
, Resultados y 
 
Perfiles del 
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Tabla 4.30: Matriz de correlación de Pearson para los valores de densidad obtenidos a 
partir de SDS-PAGE del cultivar Sy 200. 
 
  5 6 8 10 
5 - 0,98 0,94 0,89 
6 0,98 - 0,94 0,91 
8 0,94 0,94 - 0,97 
10 0,89 0,91 0,97 - 
5, 6, 8 y 10: Bandas de HMW-GS. 
 
 
Se observan correlaciones positivas significativas entre los mismos, lo que indica 
una respuesta homogénea entre las bandas, es decir que cuando aumenta la señal de 
una de las bandas, aumenta la señal en todas las demás. 
A partir de esta matriz se realizó una correlación de Pearson con datos de los 
ensayos de agresividad y rendimiento (Tabla 4.31). 
 
 
Tabla 4.31: Correlación de Pearson entre los valores de densidad obtenidos a partir 
de SDS-PAGE y las variables de rendimiento y agresividad estudiadas para el cultivar 
Sy 200. 
 
Banda 
proteica 
Proteína 
total 
Incidencia Severidad %GD PMG IF ISK 
5 -0,49 -0,74 -0,84 -0,67 0,91 -0,79 -0,88 
6 -0,42 -0,86 -0,78 -0,58 0,83 -0,91 -0,92 
8 -0,63 -0,78 -0,77 -0,55 0,78 -0,78 -0,86 
10 -0,61 -0,85 -0,80 -0,59 0,74 -0,83 -0,92 
%GD: porcentaje de grados dañados; PMG: peso de mil granos; IF: índice de Fusarium. 
ISK: índice de incidencia, severidad y granos dañados. Se marcan en negrita los valores 
significativos. 
 
 
En esta matriz, se observa que los valores de HMW-GS obtenidos por SDS-
PAGE muestran una correlación negativa con los valores de incidencia, severidad y 
porcentaje de granos dañados, resultado similar al observado por HPLC. 
Para identificar si la diferencia entre las señales puede atribuirse al efecto del 
aislamiento utilizado, se realizó un análisis de ANOVA (Tabla 4.32). Las diferencias no 
resultaron significativas. 
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Tabla 4.32: Valores de p para los resultados de densitometría de las bandas proteicas 
obtenidas para el cultivar Sy 200.  
 
Banda 
proteica 
p 
5 0,170 
6 0,213 
8 0,317 
10 0,424 
HMW-GS 0,249 
El valor HMW-GS se obtuvo de la sumatoria de 
todas las bandas. 
 
 
Se realizó un análisis por PCA para evaluar los datos obtenidos a partir de todas 
las técnicas empleadas en cada una de las fracciones proteicas bajo estudio. Este 
análisis arrojó dos componentes que explicaron el 83% de la varianza (Tabla 4.33). 
 
 
Tabla 4.33: Análisis de PCA para el cultivar Sy 200 de las fracciones proteicas 
obtenidas por espectrofotometría-UV, HPLC y SDS-PAGE. 
 
Componente Eigenvalues Varianza 
Eigenvalue 
acumulado 
Varianza 
acumulada 
1 13,65 62,03 13,65 62,03 
2 4,61 20,97 18,26 83 
 
 
Este análisis nos permitió observar el agrupamiento de la mayoría de los 
resultados de acuerdo a la técnica empleada (Figura 4.10). Los únicos valores que se 
separaron de sus respectivos grupos fueron los picos P7 y P9 de HPLC y la fracción 
FPS de espectrometría-UV. 
 
 
Figura 4.10: Representación gráfica de los componentes 1 y 2, obtenidos por PCA de 
las fracciones proteicas obtenidas por espectrofotometría
Total), HPLC (P1-P10, HMW
cultivar Sy 200. 
 
 
4.2.2 - Análisis del cultivar AGP Fast
 
Se utilizó una matriz de correlación de Pearson para 
entre los valores obtenidos por densitometría. (
 
Tabla 4.34: Matriz de correlación de Pearson para los valores de densidad obtenidos a 
partir de SDS-PAGE del cultivar 
 
5
13
16
10
5, 10, 13 y 16: Bandas de HMW
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-UV (FM, FPI, FPS y UV 
-GS y LMW-GS) y SDS-PAGE (5, 6, 8, 10 y SDS)
 
observar las tendencias 
Tabla 4.34).  
AGP Fast. 
 
5 13 16 10 
 - 0,76 0,75 0,66 
 0,76 - 0,70 0,24 
 0,75 0,70 - 0,78 
 0,66 0,24 0,78 - 
-GS. 
 
 para el 
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En este análisis se observan correlaciones positivas entre los valores asignados 
a las bandas proteicas para un cultivar, observándose disminuciones similares entre 
las señales de la bandas involucradas. 
Los valores obtenidos por densitometría fueron a su vez analizados con respecto 
a los datos obtenidos en el ensayo de agresividad y rendimiento como se muestra en 
la Tabla 4.35. 
 
 
Tabla 4.35: Correlación de Pearson entre los valores de densidad obtenidos a partir 
de SDS-PAGE y las variables de rendimiento y agresividad estudiadas para el cultivar 
AGP Fast. 
 
Banda 
Proteica 
Proteína 
total 
Incidencia Severidad %GD PMG IF ISK 
5 -0,66 -0,21 -0,24 -0,26 0,48 -0,28 -0,24 
13 -0,51 -0,53 -0,65 -0,62 0,77 -0,60 -0,60 
16 -0,50 -0,43 -0,73 -0,71 0,82 -0,67 -0,60 
10 -0,12 -0,38 -0,00 0,01 -0,04 -0,03 -0,18 
%GD: porcentaje de grados dañados; PMG: peso de mil granos; IF: índice de Fusarium. 
ISK: índice de incidencia, severidad y granos dañados. Se marcan en negrita los valores 
significativos. 
 
 
De igual manera que con el cultivar Sy 200, los valores de densidad de las 
bandas obtenidas por SDS-PAGE se correlacionaron negativamente con los valores 
de incidencia, severidad y porcentaje de granos dañados. 
Para analizar si las diferencias entre las señales obtenidas de acuerdo a los 
valores de densidad de las bandas proteicas evidenciadas por SDS-PAGE son 
atribuibles al efecto del aislamiento utilizado, se realizó un análisis de ANOVA (Tabla 
4.36). 
 
Tabla 4.36: Valores de p para los resultados de densitometría de las bandas proteicas 
obtenidas para el cultivar AGP Fast. 
 
Banda 
proteica 
p 
5 0,016 
13 0,049 
16 0,046 
10 0,248 
HMW-GS 0,001 
El valor HMW-GS se obtuvo de la sumatoria de 
todos los demás. 
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Este análisis arrojó que para las bandas estudiadas, el efecto del aislamiento 
produjo diferencias significativas en la señal de los mismos, excepto para la banda 10.  
Para evaluar las diferentes fracciones proteicas de acuerdo a las diferentes 
técnicas utilizadas, se utilizó un análisis por PCA. Este análisis arrojó dos 
componentes que explicaron el 76% de la varianza (Tabla 4.37). 
 
 
Tabla 4.37: Análisis de PCA para el cultivar AGP Fast de las fracciones proteicas 
obtenidas por espectrofotometría-UV, HPLC y SDS-PAGE. 
 
Componente Eigenvalues Varianza 
Eigenvalue 
acumulado 
Varianza 
acumulada 
1 11,05 58,15 11,04 58 
2 3,36 17,71 14,41 76 
 
 
En este análisis de PCA de las diferentes fracciones proteicas, se observa como 
las señales obtenidas por HPLC y SDS-PAGE se agrupan según la técnica de origen 
de los datos. Por otro lado, los valores obtenidos por espectrofotometría no mostraron 
una agrupación similar, aunque respondieron de igual manera en el componente 1 
(Figura 4.11). 
 
 
 
Figura 4.11: Representación gráfica de los componentes 1 y 2, obtenidos por PCA de 
las fracciones proteicas obtenidas por 
Total), HPLC (P1-P9, HMW
el cultivar AGP Fast. 
 
 
4.2.3 - Análisis del cultivar Klein Tigre
 
Se realizó una matriz de correlación con los datos de densitometría obtenidos a 
por SDS-PAGE, que se muestra en la 
 
 
Tabla 4.38: Matriz de correlación de 
obtenidos a partir de SDS-PAGE del cultivar
 
  
5 
7 
9 
10
5, 7, 9 y 10: Bandas de HMW
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espectrofotometría-UV (FM, FPI, FPS y UV 
-GS y LMW-GS) y SDS-PAGE (5, 10, 13, 16 y SDS)
 
Tabla 4.38. 
Pearson para los valores de densitometría 
 Klein Tigre. 
5 7 9 10 
- 0,63 0,64 -0,01 
0,63 - 0,41 -0,40 
0,64 0,41 - 0,47 
 -0,01 -0,40 0,47 - 
-GS. 
 
 para 
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La matriz de correlación mostró que las bandas mostraron una tendencia 
positiva, a excepción de la banda 10. 
A continuación se muestra la Tabla de la correlación de Pearson entre los 
valores de densidad obtenidos a partir de SDS-PAGE y los de las pruebas de 
agresividad y rendimiento (Tabla 4.39). 
 
 
Tabla 4.39: Correlación de Pearson entre los valores de densidad de las bandas de 
SDS-PAGE y las variables de rendimiento y agresividad estudiadas para el cultivar 
Klein Tigre. 
 
Banda 
proteica 
Proteína 
total 
Incidencia Severidad %GD PMG IF ISK 
5 -0,65 -0,26 -0,28 -0,30 -0,03 -0,06 -0,01 
7 -0,02 -0,30 -0,38 -0,27 0,30 -0,31 -0,34 
9 -0,69 -0,58 -0,02 -0,06 0,28 -0,31 -0,32 
10 -0,26 -0,26 -0,13 -0,06 -0,04 -0,10 -0,09 
%GD: porcentaje de grados dañados; PMG: peso de mil granos; IF: índice de Fusarium. 
ISK: índice de incidencia, severidad y granos dañados. Se marcan en negrita los valores 
significativos. 
 
 
Al igual que con los cultivares anteriores, se observa una correlación negativa 
entre los resultados de SDS-PAGE con las variables de agresividad (Tabla 4.40). 
 
 
Tabla 4.40: Valores de p para los resultados de densitometría de las bandas proteicas 
obtenidas para el cultivar Klein Tigre.  
 
Banda 
proteica 
p 
5 0,042 
7 0,643 
9 0,029 
10 0,568 
HMW-GS 0,238 
El valor HMW-GS se obtuvo de la sumatoria de 
todos los demás. 
 
 
A partir del análisis de ANOVA 
aislamientos para las señales de las bandas
Para evaluar el comportamiento entre lo
acuerdo a las técnicas ensayadas, s
70,38% de la varianza. (Tabla
 
 
Tabla 4.41: Análisis de PCA para el cultivar Klein Tigre 
obtenidas por espectrofotometría
 
Componente Eigenvalues
1 
2 
 
 
En este análisis de 
espectrofotometría-UV. De igual manera, 
de SDS-PAGE también fueron agrupados en otro 
áreas obtenidos a partir de los cromatogramas por HPLC mostraron una distribución 
más dispersa (Figura 4.12).
 
Figura 4.12: Representación gráfica de los componentes 1 y 2, obtenidos por PCA de 
las fracciones proteicas obtenidas por 
Total), HPLC (P1-P10, HMW
cultivar Klein Tigre. 
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se observó que hay un efecto significativo 
 proteicas 5 y 9. 
s diferentes tipos de proteínas
e utilizó un análisis PCA que permitió explicar el 
 4.41). 
de las fracciones proteicas 
-UV, HPLC y SDS-PAGE. 
 Varianza 
Eigenvalue 
acumulado 
Varianza 
acumulada
10,17 48,42 10,17 48,42
4,61 21,96 14,78 70,3
PCA, se observa un agrupamiento de las variables 
la mayoría de los valores obtenidos a partir 
grupo, mientras que los valores de 
 
espectrofotometría-UV (FM, FPI, FPS y UV 
-GS y LMW-GS) y SDS-PAGE (5, 7, 9, 10
entre 
 de 
 
 
9 
de 
 
 y SDS) para el 
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En resumen, los valores de densitometría obtenidos por SDS-PAGE entre 
bandas proteicas, mostraron una respuesta pareja frente a la enfermedad de acuerdo 
a la correlación estimada.  
Se observó en el análisis de PCA, para la mayoría de las variables, un 
agrupamiento de acuerdo a la técnica de origen de los datos. Este tipo de análisis 
mostró ser una técnica fiable para observar el comportamiento de las diferentes 
fracciones proteicas frente a la enfermedad. Los antecedentes bibliográficos 
encontrados, versan sobre el estudio de los cambios proteicos totales, a diferencia del 
presente trabajo, donde se separan en el análisis los diversos tipos proteicos. 
Hernández Espinosa et al. (2013a) realizaron análisis de componentes principales 
para observar la dispersión de las combinaciones alélicas de las HMW-GS como 
conjunto, mientras que otros trabajos usaron esta técnica para observar la dispersión 
de cultivares respecto a parámetros de calidad de los mismos (Horvat et al. 2009, 
2014).  
Al igual que lo observado para HPLC, los resultados de SDS-PAGE mostraron 
correlaciones negativas con las variables de agresividad, coincidiendo con estudios 
previos donde se reportaba un efecto negativo de la infección sobre la fracción de 
gluteninas de alto peso molecular (Wang et al. 2005, Eggert et al. 2010; Horvat et al. 
2014). 
 
 
5 - Análisis de calidad de las harinas 
 
5.1 - Score de Payne 
 
La importancia del estudio y caracterización de la fracción proteica de las 
gluteninas de alto peso molecular, se refleja en los diversos estudios que han 
relacionado los alelos de esta fracción con un parámetro de calidad, a partir del cual se 
ha desarrollado un score de calidad basado en este perfil (Payne et al.1987). Este 
valor es de utilidad como indicador de la calidad del grano (Cornish et al. 2001; Park et 
al. 2003; Horvat et al. 2009). El cálculo del score para los cultivares analizados se 
muestra en la Tabla 4.42. 
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Tabla 4.42: Score de calidad para los cultivares de trigo obtenidos a partir de SDS-
PAGE. 
 
Cultivar A1 Score A1 B1 Score B1 D1 Score D1 Score Total 
SRM Nogal nulo 1 7 + 8 3 5 + 10 4 8 
Sy 100 nulo 1 6 + 8 1 5 + 10 4 6 
BioINTA 2005 nulo 1 7 + 9 2 5 + 10 4 7 
Sy 200 nulo 1 6 + 8 1 5 + 10 4 6 
Buck Meteoro 1 3 7 + 8 3 5 + 10 4 10 
BioINTA 1005 1 3 7 + 9 2 5 + 10 4 9 
AGP Fast nulo 1 13 + 16 3 5 + 10 4 8 
Klein Tigre nulo 1 7 + 9 2 5 + 10 4 7 
 
 
La técnica de SDS-PAGE, nos permitió observar diferencias entre los diferentes 
tratamientos sobre el perfil proteico, de acuerdo a la variación de las señales. Para 
aproximar el efecto de la enfermedad sobre posibles cambios de calidad en las harinas 
estudiadas, se analizó la disminución de las señales correspondientes en bandas 
proteicas relevantes entre las muestras de mayor y menor severidad, de acuerdo al 
puntaje asignado en el score. Para lo cual, se calculó la variación en la señal de cada 
banda entre muestras con el mayor rango de severidad para cada caso. Los 
resultados se muestran en la Tabla 4.43. 
 
 
Tabla 4.43: Variación en la señal proteica en SDS-PAGE de los cultivares de trigo. 
 
SRM Nogal nulo 5 7 8 10 
Δ Señal - 37,19% 48,58% 56,72% 53,47% 
Sy 100 nulo 5 6 8 10 
Δ Señal - 37,76% 53,83% 55,79% 41,18% 
BioINTA 2005 nulo 5 7 9 10 
Δ Señal - 29,58% 37,53% 50,62% 27,77% 
Sy 200 nulo 5 6 8 10 
Δ Señal - 31,91% 47,48% 42,34% 35,86% 
Buck Meteoro 1 5 7 8 10 
Δ Señal 0,79% 13,53% 8,18% 15,26% 6,20% 
BioINTA 1005 1 5 7 9 10 
Δ Señal 46,73% 17,55% 42,13% 57,16% 39,17% 
AGP Fast nulo 5 13 16 10 
Δ Señal - 13,44% 23,72% 17,38% 21,66% 
Klein Tigre nulo 5 7 9 10 
Δ Señal - 25,67% 9,86% 40,32% 52,04% 
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En todos los cultivares de trigo se observó que para los tratamientos con mayor 
valor de severidad, las señales de las bandas proteicas analizadas perdieron 
intensidad. Por otro lado, el cultivar Buck Meteoro mostró ser el menos afectado al 
debilitamiento de las bandas resultante de la infección de acuerdo a los valores de 
severidad observados.  
 
 
5.2 - Test de Zeleny 
 
El método de sedimentación por ácido láctico, o test de zeleny resulta útil en 
análisis como el de esta Tesis, ya que permite aproximar la calidad panadera a partir 
de muestras pequeñas de harinas, y a su vez observar el eventual efecto de las 
infecciones. Los resultados se muestran en la Tabla 4.44. Para nuestro caso, los 
resultados obtenidos fueron erráticos, no presentando una tendencia clara entre la 
severidad de la infección, agresividad del aislamiento y el índice de sedimentación. De 
acuerdo a la bibliografía, los valores obtenidos resultaron considerablemente menores 
a valores de buena calidad (Shewry and Tatham 2000), aunque aquí debe 
considerarse una posible disminución en los valores, debido al efecto de la infección. 
  
Tabla 4.44: Índice de sedimentación de Zeleny de los cultivares de trigo. 
 
Cultivar 
Media del índice 
de sedimentación 
σ 
SRM Nogal 12 4,24 
Sy 100 20 1,41 
BIOINTA 2005 17,5 0,71 
Sy 200 17,33 5,69 
Buck Meteoro 15,5 4,95 
BIOINTA 1005 12 1,41 
AGP Fast 11,5 3,54 
Klein Tigre 9 2,00 
σ: desvío estándar. 
 
CONCLUSIONES 
 
La determinación proteica estimada de acuerdo a la concentración de nitrógeno 
presente en las muestras con técnicas de rutina en el análisis del trigo, mostró que el 
valor cuantitativo proteico total no es afectado sustancialmente por al grado de 
107 
infección de los granos. A su vez se pudo observar una correlación inversamente 
proporcional entre contenido proteico y rendimiento. 
La técnica de espectrofotometría-UV nos permitió la discriminación de distintas 
fracciones proteicas de manera sencilla y rápida así como un análisis semi-cuantitativo 
de su constitución. A partir de la relación porcentual entre los componentes, se 
determinó que la fracción FPI, la cual es rica en gluteninas de alto peso molecular, 
resultó ser la más abundante. Al analizar las diferencias halladas en las diferentes 
fracciones como producto de la enfermedad, se observó que la fracción FPS fue la que 
mostró diferencias significativas debido a la influencia del aislamiento, mientras que en 
las otras dos fracciones se encontraron diferencias significativas por el efecto del 
genotipo del cultivar.  
La importancia de la caracterización de la fracción proteica de gluteninas, y en 
particular de las gluteninas de alto peso molecular, se basa en su elevada contribución 
a la calidad industrial de las harinas. Las técnicas analíticas empleadas en esta Tesis 
Doctoral para analizar la constitución cualitativa proteica fueron eficientes en la 
detección de cambios en las señales proteicas resultantes de los distintos grados de 
infección. 
El análisis por HPLC permitió la obtención de perfiles proteicos o cromatogramas 
representativos de los cultivares analizados, así como el efecto de la infección. A partir 
del cálculo de las áreas de los respectivos picos proteicos en relación al diferencial 
grado de enfermedad, se determinó que las gluteninas son sensibles a la infección, 
pudiéndose observar que los valores de los picos decrecen a mayores niveles de 
severidad o incidencia. Además, la agresividad determinada en la selección los 
aislamientos, estuvo en relación a los cambios observados de acuerdo al valor de 
significancia obtenido. A partir del análisis de los componentes principales, se observó 
un comportamiento diferencial entre los valores correspondientes a las gluteninas de 
alto y bajo peso molecular, de acuerdo a la agrupación resultante. 
El análisis proteico con SDS-PAGE, resultó una técnica útil tanto para la 
determinación de la huella proteica y posterior cálculo del score de calidad de los 
cultivares de trigo, como para el análisis del efecto de la infección a partir del 
debilitamiento de las señales.  
El score calculado a partir de la presencia/ausencia de proteínas con diferente 
implicancia en la calidad del trigo, resulta un método rápido y sencillo. El cálculo de 
densidad de las bandas proteicas determinó cambios en relación al grado de infección, 
lo cual estaría relacionado con la pérdida de calidad.  
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Perspectivas futuras 
 
La calidad industrial de las harinas de trigo está relacionada con la 
composición cualitativa y cuantitativa de los componentes químicos o estructurales. 
Si bien la fracción de proteínas del gluten es decisiva en la calidad de las harinas, la 
fracción lipídica también está relacionada con los procesos de formación de la 
masa, siendo responsables de ciertas propiedades de cocción y organolépticas 
relacionadas con la estabilidad. 
Dado los escasos antecedentes que existen sobre el efecto de la infección 
por Fusarium en la fracción lipídica del grano de trigo, y la importancia de su estudio 
en relación a la calidad de las harinas y productos elaborados, se proyecta 
continuar la presente investigación en la temática planteada. El tema de trabajo 
propuesto como becario postdoctoral es el siguiente: “Análisis de la composición 
química y cambio de calidad en harinas de trigo infectadas por Fusarium 
graminearum.” 
La investigación propuesta se llevará a cabo en colaboración con la estación 
experimental del INTA Marcos Juárez, donde se realizarán los ensayos de trigo a 
campo, con el Laboratorio de Investigación y Desarrollo de Métodos Analíticos 
(LIDMA) de la facultad de ciencias exactas de la UNLP, donde se realizarán las 
detecciones lipídicas empleando cromatografía gaseosa – masa (GC-EI-MS), y con 
el Departamento de Biodiversidad y Biología Experimental, de la UBA, donde se 
realizarán análisis complementarios de contaminación con micotoxinas empleando 
un GC-Masa. 
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ANEXO II: DESARROLLO DE UN PCA 
 
El análisis de componentes principales es una técnica estadística muy útil que 
facilita encontrar patrones en bases de datos de gran magnitud. En este anexo se 
indicará como realizar un PCA utilizando el programa STATISTICA7. 
Se debe partir de una base de datos de al menos 6 casos para cada variable:  
 
 
En las barra de herramientas, se abre la pestaña Statistics: 
 
 144 
Se busca la opción “Advanced Linear/Nonlinear Models”, sub opción “NIPALS 
Algorithm (PCA/PLS)” 
 
 
Se desplegará un cuadro donde se debe seleccionar la opción “Principal 
component analysis (PCA) y confirmar con el ok. 
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Se desplegará un nuevo cuadro, donde se seleccionarán las variables de 
interés en la opción “Variables”, y se acepta con el ok. 
 
 
Se desplegará un cuadro donde estará el resultado del análisis 
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En este caso observamos que el análisis arrojó cuatro componentes 
significativos, que explicaron el 99% de la varianza (R2X Cumulative). 
En el ángulo inferior izquierdo de la ventana se visualizan los componentes 
generados, cuatro en este caso, los cuales se seleccionarán de acuerdo a la 
combinación a analizar, para generar su representación gráfica. Si se quiere que en 
el grafico figuren los nombres de las variables o los casos, se debe seleccionar la 
opción en el recuadro “Plot labels”. 
La opción “Scatter (t)” nos permite ver la distribución de los casos, mientras 
que la opción “Scatter (p)” nos grafica los vectores de los componentes para cada 
variable. 
En el siguiente gráfico se observa la distribución de los casos analizados, 
determinándose de forma automática el límite de confianza de tres desvíos 
estándar, representado por el óvalo. Si el valor de confianza de interés se desea 
distinto, se cambia en la opción “Limit”. 
Score scatterplot (t1 v s. t2)
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La determinación de los límites de los agrupamientos es una función del 
operador, de acuerdo a la temática bajo estudio, para el siguiente gráfico se 
muestran dos decisiones distintas A y B. 
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ANEXO II: MEDIOS DE CULTIVO 
 
Agar afrecho  
Para preparar este medio se colocan 40 g de afrecho de trigo en 500 mL de 
agua destilada y se hierve por 1 h. Luego se filtra con gasa y se recupera el líquido. 
Se agregan 20 g de agar y se lleva a un volumen final de 1 L. Se esteriliza en 
autoclave a 121ºC y 1 atm de presión, durante 15 min. 
 
Agar agua 2% (WA) 
Para preparar este medio se agregan 20 g de agar a 1 L de agua destilada. 
Se esteriliza en autoclave a 121ºC y 1 atm de presión, durante 15 min. 
 
Agar hoja de clavel (CLA) 
Para preparar este medio se prepara agar agua 2% (20 g de agar en 1 L de 
agua destilada) y se colocan piezas de hoja de clavel estériles de 5 mm2. Una vez 
gelificado, se añade con una pinza estéril una pieza cada 2 mL de medio, siendo 
así 5 o 6 piezas en una caja de Petri de 60 mm de diámetro y 11 o 12 en una caja 
de Petri de 100 mm de diámetro. 
 
Agar papa dextrosa (PDA) 
Para preparar este medio se puede partir de papas naturales o de puré 
deshidratado. Si se parte de papas naturales, se debe lavar 300 g de papa, cortarla 
en trozos (no es necesario pelarlas) y hervirlas hasta comprobar que estén blandas. 
Si se parte del deshidratado de papa, se colocan 300 g de polvo en 1 L de agua y 
se hierve por 30 min. Luego se las prensa entre tres o cuatro capas de gasa y 
recuperar el filtrado en un matraz. Se agregan 20 g de agar y 20 g de dextrosa y 
llevar a un volumen final de 1 L. Se esteriliza en autoclave a 121ºC y 1 atm de 
presión, durante 15 min. 
 
Agar sintético nutritivo (SNA) 
Este medio es pobre en nutrientes, por lo que se promueve la esporulación. 
Para prepararlo se agregan 1 g de KH2PO4, 1 g de KNO3, 0,5 g de MgSO4•7H2O, 
0,5 g de KCl, 0,2 g de glucosa, 0,2 g de sacarosa, 20 g de agar en 1 L de agua 
destilada. Se esteriliza en autoclave a 121ºC y 1 atm de presión, durante 15 min. 
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